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ABSTRAKT 
Tato diplomová práce se zabývá identifikací kvasinek izolovaných v průběhu kvašení 
vinného moštu. Pro analýzu byla vybrána odrůda révy vinné Rulandské modré pěstovaná 
v integrované vinici. 
V teoretické části jsou uvedeny základní informace o kvasinkách, jsou popsány rody 
nejčastěji se vyskytující v průběhu kvašení vinného moštu a metody identifikace kvasinek 
založené na PCR reakci. 
Pro identifikaci vinných kvasinek byla v experimentální části zvolena metoda PCR-RFLP. 
Amplifikace oblasti 5,8S-ITS rDNA byla provedena polymerázovou řetězovou reakcí 
za použití primerů ITS1 a ITS4. Získané amplikony byly podrobeny restrikční analýze, která 
byla provedena s pěti restrikčními endonukleázami: HaeIII, HinfI, TaqΙ, AluI, MseI. Pomocí 
restrikčních endonukleáz byly amplikony rozštěpeny na fragmenty, jejichž délka a počet je 
charakteristická pro daný druh. Separace fragmentů byla provedena elektroforeticky 
na agarózovém gelu a získané elektroforeogramy byly vyhodnoceny programem 
BioNumerics. 
Na základě UPGMA klastrové analýzy byly vytvořeny dendrogramy znázorňující 
genetickou podobnost izolovaných vinných kvasinek. 
 
ABSTRACT 
This thesis deals with identification of yeasts isolated during spontaneous fermentation 
of grape juice. For analysis the Pinot Noir grape variety grown in the integrated vineyard was 
chosen. 
In the theoretical part of this thesis basic information about yeasts are described. Genera 
of yeasts that occurs during fermentation process and methods based on PCR are also 
described. 
In this thesis PCR-RFLP method was used for identification of yeasts. The amplification 
of the 5,8S-ITS rDNA sequence was performed by the polymerase chain reaction 
with use of the primers ITS1 and ITS4. The restriction analysis was performed by applying 
five restriction endonucleases: HaeIII, HinfI, TaqΙ, AluI, MseI. The amplicons were split 
into fragments which length and number are typical for the particular species. These 
fragments were identified by agarose gel electrophoresis and electrophoreograms were 
evaluated by BioNumerics software. 
Dendrograms representing genetic similarity of isolated wine yeasts were created by using 
UPGMA cluster analysis. 
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1 ÚVOD 
Kvasinky jsou jednobuněčné eukaryotní mikroorganismy, které se rozmnožují převážně 
pučením. Jejich pojmenování poukazuje na jejich vztah ke kvasným procesům. Schopnost 
většiny kvasinek zkvašovat cukry na ethanol a oxid uhličitý se ve velké míře uplatňuje 
při výrobě alkoholických nápojů. Kvasinky mají rovněž nezastupitelný význam při výrobě 
pekařského a krmného droždí. Avšak v potravinářském průmyslu mají kvasinky dvojí 
význam, protože mohou způsobovat rozklad a kažení potravin a tím mít nežádoucí vliv 
na jejich kvalitu. 
Při výrobě vína se kvasinky uplatňují zejména při procesu alkoholového kvašení, jsou ale 
i důležitými producenty sekundárních sloučenin a vytvářejí senzorický profil konečného 
produktu. Za hlavního původce alkoholového kvašení je považována kvasinka 
Saccharomyces cerevisiae. V průběhu kvašení vinného moštu se dále nejčastěji vyskytují 
kvasinky Pichia membranaefaciens, Candida stellata, Hanseniaspora uvarum, 
Metschnikowia pulcherrima, Brettanomyces bruxellensis, Torulaspora delbrueckii, 
Schizosaccharomyces pombe nebo Zygosaccharomyces rouxii. Populace kvasinek nacházející 
se na povrchu bobulí, na listech, v půdě a následně i ve vinném moštu je pro daný region 
charakteristická. 
Kvasinky jsou často identifikovány a taxonomicky zařazovány na základě morfologických, 
fyziologických a biochemických vlastností. Jedná se o tradiční metody identifikace, které 
obvykle vyžadují provedení 60 až 90 testů, což je časově velmi náročné a pracné.  
V současné době se uplatňuje identifikace kvasinek založená na molekulárně biologických 
metodách. Využívají se například metody RAPD, PCR-fingerprinting, AFLP nebo RFLP, 
které jsou založené na PCR reakci. K rozlišení druhů a kmenů kvasinek je běžně využívána 
metoda PCR-RFLP. 
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2 TEORETICKÁ ČÁST 
2.1 Kvasinky 
Kvasinky jsou heterotrofní eukaryotní jednobuněčné mikroorganismy, které se řadí 
mezi houby (Fungi). V přírodě se hojně vyskytují na cukerných substrátech, které mohou 
zkvašovat. Schopnost většiny druhů zkvašovat monosacharidy, některé disacharidy a případně 
trisacharidy na ethanol a oxid uhličitý se uplatňuje v průmyslové mikrobiologii. Kvasinky 
mají nezastupitelný význam při výrobě piva, vína, pekařského a krmného droždí. 
K průmyslově nejvýznamnějším patří rod Saccharomyces, který se ve velkém rozsahu 
v potravinářství využívá také pro přípravu enzymů, vitaminů, bílkovin, lipidů a různých 
ochucovadel. [1, 2, 3] 
2.1.1 Taxonomické zařazení kvasinek 
Nadříše:  Eukaryota 
Říše:  Fungi 
Oddělení:  Eumycota 
Třída: Ascomycetes 
 Basidiomycetes 
 Deuteromycetes 
 
U kvasinek rozlišujeme dvě velké skupiny, které se odlišují způsobem pohlavního 
rozmnožování - Ascomycetes a Basidiomycetes. Formy, u nichž se neprokázalo pohlavní 
rozmnožování, jsou anamorfní (imperfektní) formy jedné nebo druhé skupiny. Tyto řadíme 
do pomocné skupiny Deuteromycetes. [4, 5] 
2.1.2 Morfologie 
Velikost buněk kvasinek je pod hranicí viditelnosti pouhým okem, proto je vždy 
pozorujeme pod mikroskopem. Šířka buněk většiny kvasinek je v rozmezí 3 – 6 m. Kvasinky 
jsou tvarově velmi rozmanité organismy. Tvar buněk souvisí se způsobem vegetativního 
rozmnožování a stářím buněk. Do jisté míry je ovlivňován kultivačními podmínkami, ale je 
dán zejména rodovou příslušností. Základním tvarem buněk kvasinek je rotační elipsoid 
a odchylky ve tvarech jsou dvojího druhu, tj. změna na kulaté tvary a změna na podlouhlé 
až vláknité tvary. Některé rody tvoří dlouze protáhlé buňky (např. Hansenula anomala), 
vyskytuje se však i tvar citronovitý (rod Kloeckera), trojúhelníkovitý (rod Trigonopsis), 
válcovitý (rod Schizosacccharomyces) a oválný, který je charakteristický pro kvasinky rodu 
Saccharomyces. Tvary buněk kvasinek jsou zobrazeny na obr. 1. [1, 5, 6, 7] 
Obr. 1: Různé tvary buněk kvasinek: a – kulatý; b – oválný, elipsoidní; c – citronovitý; d – 
ogivální; e – lahvovitý; f – podlouhlý;  g – vláknitý. [7] 
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2.1.3 Cytologie 
Pro kvasinky je charakteristická struktura eukaryotické buňky. Její povrch je obklopený 
silnou buněčnou stěnou, pod kterou se nachází cytoplazmatická membrána uzavírající 
cytoplazmu s různými strukturami, které se v ní nacházejí. Jsou to mitochondrie, 
endoplazmatické retikulum, vakuoly, Golgiho aparát, peroxizomy a jádro, které je 
od cytoplazmy odděleno dvojitou jadernou membránou. V cytoplazmě kvasinek se mohou 
nacházet i zřetelná zrníčka zásobních látek, např. volutinu (polymetafosfát), glykogenu nebo 
u některých druhů i tuku. Některé druhy kvasinek tvoří kolem svých buněk polysacharidové 
obaly ve formě pouzder. Jedná se o některé příslušníky rodu Cryptococcus, Pichia nebo 
Rhodotorula. Buňky s pouzdrem vytvářejí obvykle sliznaté kolonie. [1, 3, 8] 
 
 
Obr. 2: Schéma průřezu buňkou pučící kvasinky: 1 – mikrotělísko, 2 – jádro,  
3 – buněčná stěna, 4 - endoplazmatické retikulum, 5 – cytoplazma,  
6 – vakuola, 7 - Golgiho aparát, 8 - mitochondrie, 9 – ribozom. [63] 
2.1.3.1 Buněčná stěna 
Buněčná stěna kvasinek má silnou a pevnou strukturu, která dává buňce tvar, chrání ji 
před mechanickými vlivy a osmotickým šokem. Tloušťka stěny se pohybuje v rozmezí 
100 až 200 nm a představuje 15 – 25 % sušiny buňky. Hlavní strukturní složkou buněčné 
stěny jsou polysacharidy (80 – 90 % sušiny), především glukany a mannany s menším 
množstvím glukosaminu a chitinu. Polysacharidy mají strukturu vláken, které vytváří hustou 
pevnou síť vyplněnou bílkovinami, malým množstvím lipidů a fosfolipidů. Fosforečnany, 
které jsou vázané esterovými vazbami na polysacharidy, spolu s karboxylovými skupinami 
bílkovin dávají buňkám negativní náboj, který ovlivňuje absorbci látek z živného prostředí 
(např. barviv z melasy a sladiny). 
Složení vnější vrstvy stěny ovlivňuje sedimentační schopnosti kvasinek. Po ukončení 
kvašení dochází v této vrstvě k poklesu mannanů a zvyšování obsahu bílkovin, což vede 
k flokulaci kvasinek a jejich rychlému usazování. Tento proces je důležitý při průmyslových 
fermentacích, zejména při výrobě vína, kdy je žádoucí, aby kvasinky po skončení kvašení 
sedimentovaly a tím byla usnadněna jejich separace. 
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Pro kvasinky je specifická existence jizev na povrchu buněčné stěny, jakožto trvalých 
struktur po pučení. Na jednom pólu každé buňky můžeme spatřit zvláštní jizvu, která zůstala 
v místě dřívějšího spojení dceřiné buňky s mateřskou buňkou. Tato jizva se nazývá jizva 
zrodu. U kvasinek, které nikdy nepučí ve stejném místě (multipolárně pučící kvasinky), nám 
počet jizev určuje stáří buňky. [1, 6, 8, 9] 
2.1.3.2 Cytoplazmatická membrána 
Cytoplazmatická membrána kvasinek je poměrně tenká vrstva, jejíž tloušťka se pohybuje 
okolo 7 nm. Je to lipidová dvojvrstva obsahující transmembránové proteiny různých funkcí 
a vytvářející četné vychlípeniny vybíhající do cytoplazmy. Tvoří elastický obal a ochranou 
bariéru na povrchu buňky. Jsou zde umístěny transportní mechanismy zodpovědné za přenos 
látek do buňky a z ní. Je volně propustná pouze pro malé molekuly bez náboje, a proto 
se podílí na vytváření osmotické rovnováhy. Je to rovněž místo, kde se odehrává biosyntéza 
některých komponentů buněčné stěny a vnějších obalů.  
Prostor mezi cytoplazmatickou membránou a buněčnou stěnou se nazývá periplazmatický 
prostor. V tomto prostoru se vyskytují např. enzymy katalyzující hydrolýzu substrátů, které 
nejsou schopny procházet cytoplazmatickou membránou. Příkladem je invertáza katalyzující 
přeměnu sacharózy na glukózu a fruktózu. [1, 7, 9] 
2.1.3.3 Cytoplazma 
Cytoplazma kvasinek je tekuté koloidní prostředí buňky (pH 5,25), které převážně 
obsahuje ionty, organické sloučeniny o nízké nebo střední molekulové hmotnosti a rozpustné 
makromolekuly jako enzymy nebo glykogen. V cytoplazmě kvasinek se nacházejí různé typy 
buněčných struktur. [9]  
Endoplazmatické retikulum představuje systém dvojitých membrán, který obsahuje různé 
enzymy a rezervní látky. Na vnějším povrchu jsou obě membrány posety ribozomy, v nichž 
probíhá syntéza bílkovin. Jedná se o tzv. drsné endoplazmatické retikulum. Hladké 
endoplazmatické retikulum neobsahuje ribozomy a je místem syntézy lipidů. [1, 10]  
Mitochondrie jsou dynamické organely kvasinek, jejichž tvar, velikost a počet závisí 
na rodové (příp. kmenové) příslušnosti, na růstové fázi a fyziologickém stavu buňky. Jsou 
složeny převážně z bílkovin, lipidů a fosfolipidů. Vnější membrána mitochondrií má 
bradavičnatý povrch, vnitřní membrána tvoří vychlípeniny, tzv. kristy. Mitochondrie jsou 
sídlem dýchacích enzymů a systému oxidační fosforylace. Probíhá zde i syntéza některých 
mitochondriálních bílkovin, a proto jsou přítomny rovněž tRNA, mRNA a ribozomy. [1] 
Vakuoly patří k nejnápadnějším složkám cytoplazmy kvasinek. Počet a velikost se mění 
v závislosti na různých faktorech. Mladší nebo pučící buňky mají větší počet menších vakuol, 
zralé buňky obsahují pouze jednu, která u starších buněk vyplňuje téměř celý prostor buňky. 
Jsou to zásobní organely a dochází v nich i k rozpadu struktur buňky, které se neustále 
v buňce rozkládají a obnovují a mají krátký poločas rozpadu (např. mRNA). Nacházejí se zde 
hydrolytické enzymy jako proteinázy, ribonukleáza a esteráza. Vakuoly jsou rezervoárem 
látek na příležitostné využití v závislosti na vnějších podmínkách. Obsahují zásobu 
aminokyselin, bází, polyfosfátů, draselných iontů a vápníku. [1, 7, 8]  
Golgiho aparát je dalším membránovým útvarem kvasinek. Má tvar plochého měchýřku 
nebo několika propojených plochých měchýřků anebo cisteren uložených rovnoběžně vedle 
sebe. Jeho předpokládanou funkcí je transport prekurzorů buněčné stěny z cytoplazmy 
přes cytoplazmatickou membránu. [1]  
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Peroxisomy jsou membránou obklopené organely, které u kvasinek obsahují enzymy 
pro oxidaci mastných kyselin, enzymy glyoxalátového cyklu, katalázu, případně enzymy 
pro oxidaci methanolu. Buňky většiny kvasinek neobsahují výraznější peroxisomy. [8] 
Molekuly bílkovin, mezi nimiž převládají enzymy, nejsou v cytoplazmě volně rozptýleny, 
ale vytvářejí síť proteinových vláken, tzv. cytoskelet. Hlavní funkcí je udržování tvaru 
eukaryotických buněk a umožnění vnitrobuněčného pohybu organel z místa na místo. 
V cytoskeletu kvasinek hrají významnou roli mikrotubuly, jejichž hlavním stavebním 
materiálem je bílkovina tubulin. [1, 10] 
Stejně jako u bakteriální buňky jsou součástí cytoplazmy také ribozomy, ribonukleové 
kyseliny, enzymy, nukleosidy a různé meziprodukty metabolismu. [1] 
2.1.3.4 Jádro 
Jádro kvasinek je kulatá až laločnatá organela, v níž je uložena většina genetického 
materiálu buňky. Je umístěna přibližně ve středu buňky nebo excentricky. Velikost jádra je 
poměrně malá, jeho průměr se pohybuje okolo 1,5 m. Od cytoplazmy je odděleno dvojitou 
jadernou membránou s velkými póry. Jádro obsahuje chromozomy, které jsou složeny z DNA 
a histonů. Délka DNA jednotlivých chromozomů se značně liší. Pro separaci chromozomů 
a karyotypizaci se v praxi využívá pulzní gelová elektroforéza. Určitý úsek DNA 
chromozomu hraje důležitou roli při dělení chromozomů a jejich segregaci během jádra. 
Tento úsek se nazývá centromera, koncové úseky chromozomu jsou telomery. Jádro kvasinek 
obsahuje jadérko srpkovitého tvaru, které je uložené těsně pod jadernou membránou. 
Důležitou součástí je také pólové tělísko vřeténka, které má tvar disku a vycházejí z něj 
vlákna zvaná mikrotubuly. Mikrotubuly spolu s tělískem hrají významnou roli při dělení jádra 
v průběhu rozmnožování buněk. 
V jádře kvasinky druhu Saccharomyces cerevisiae byla objevena nízkomolekulární 
kruhová DNA o délce 2 m, strukturou podobná plazmidu bakterií. V současné době nachází 
uplatnění v genovém inženýrství. [1, 7, 9] 
2.1.4 Rozmnožování 
Kvasinky se nejčastěji rozmnožují vegetativně, a to především pučením. Vedle 
vegetativního rozmnožování je u kvasinek znám i pohlavní způsob rozmnožování. Oba 
způsoby rozmnožování jsou zobrazeny na obr. 3. 
Kvasinky, u kterých nebylo pohlavní rozmnožování prokázáno, nazýváme jako anamorfní 
(imperfektní) formy. Naopak kvasinky vytvářející pohlavní spory se řadí mezi teleomorfní 
(perfektní) formy. [1, 11] 
2.1.4.1 Vegetativní rozmnožování 
Většina rodů kvasinek se vegetativně rozmnožuje pučením, výjimečně dělením. Během 
pučení se na mateřské buňce vytváří pupen, který se postupně zvětšuje, dochází k fragmentaci 
všech buněčných organel, z nichž část se stěhuje do pupenu spolu s jádrem, které bylo 
rozděleno mitotickým dělením. Kanálek mezi mateřskou buňkou a pupenem se postupně 
uzavírá plazmatickou membránou a buněčnou stěnou a nová dceřiná buňka se odděluje. 
Někdy k úplnému oddělení dceřiné buňky nedojde a vytváří se tzv. buněčné svazky. 
Kvasinky, které vytvářejí protáhlé buňky, pučí pouze na pólech a zůstávají po pučení spojeny 
v dlouhá zaškrcovaná vlákna, vytvářejí tzv. pseudomycelium. Podle místa, kde pupen 
na povrchu buňky vzniká, rozlišujeme pučení monopolární, bipolární a multipolární. 
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U monopolárního pučení vzniká pupen vždy na stejném pólu buňky, bipolárně pučící 
kvasinky vytvářejí pupen střídavě na obou pólech buňky a je pro ně typický citrónkovitý tvar. 
U multipolárně pučících kvasinek vzniká pupen kdekoliv na povrchu buňky, ale nikdy 
ne na stejném místě. 
Některé kvasinky se rozmnožují dělením. Pokud se buňky při dělení od sebe neoddělují, 
vytvářejí tzv. pravé mycelium. Jediný rod, který se rozmnožuje přehrádečným dělením 
a netvoří přitom mycelium, je rod Schizosaccharomyces. [1, 8, 12] 
2.1.4.2 Pohlavní rozmnožování 
U většiny kvasinek se objevuje i pohlavní způsob rozmnožování, jehož výsledkem jsou 
pohlavní spory. Během pohlavního rozmnožování dochází ke konjugaci (nebo kopulaci) dvou 
haploidních buněk a ke spájení jader neboli karyogamii za vzniku diploidního jádra, které 
se následně dělí meiózou za vzniku čtyř haploidních jader. Tyto haploidní jádra jsou buď 
základem pohlavních spor nebo se dále dělí mitózou a pak teprve vznikají spory. Některé 
kvasinky vytvářejí exospory, které jsou umístěné vně sporotvorných buněk. Tyto zařazujeme 
mezi Basidiomycetes. Většinou se ale jedná o endospory umístěné ve vřecku neboli asku, 
které nazýváme askospory. Tyto kvasinky patří do skupiny Ascomycetes. 
U askosporogenních kvasinek dochází při spájení dvou haploidních buněk současně 
i ke karyogamii, takže vznikne diploidní buňka zvaná zygota. [1, 12, 13] 
 
 
 
Obr. 3: Vegetativní a pohlavní cyklus množení kvasinek. [12] 
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2.1.5 Metabolismus kvasinek zaměřený na ethanolové kvašení 
Kvasinky jsou fakultativně anaerobní mikroorganismy, které za anaerobních podmínek 
fermentativně odbourávají (zkvašují) sacharidický substrát a v přítomnosti kyslíku přecházejí 
na aerobní způsob rozkladu substrátu dýcháním. Existují ale i tzv. fermentativní typy 
kvasinek (patří mezi ně  Saccharomyces cerevisiae,  Schizosaccharomyces pombe nebo rod 
Brettanomyces), které i v aerobních podmínkách převážně fermentují. U těchto kvasinek 
představuje respirace při kultivaci na glukóze pouze asi 10 % uhlíkatého metabolismu, při 
kultivaci na jiných cukrech se podíl respirace zvyšuje. 
Fermentace je většinou komplex procesů vedoucí zpravidla k několika hlavním 
produktům, velkému množství minoritních složek a mající většinou název podle hlavního 
nebo jedinečného produktu fermentace. U kvasinek hovoříme o tzv. ethanolové fermentaci. 
Ethanolová fermentace (obr. 4) vychází z glykolýzy, která spočívá v přeměně hexóz 
na klíčový metabolit pyruvát. Podstatou ethanolové fermentace je dekarboxylace pyruvátu 
na acetaldehyd, který je následně redukován za vzniku konečného produktu ethanolu. 
Přeměnu pyruvátu na acetaldehyd katalyzuje enzym pyruvátdekarboxyláza. Tento enzym 
obsahuje koenzym thiamindifosfát, který stabilizuje přechodový stav v reakci odebíráním 
negativního náboje. Pro svou aktivitu rovněž vyžaduje hořčík. Redukce acetaldehydu 
na ethanol probíhá za součinnosti redukovaného kofaktoru NADH a enzymu 
alkoholdehydrogenázy. Výsledkem přeměny jedné molekuly hexózy jsou dvě molekuly 
ethanolu a dvě molekuly oxidu uhličitého za současného zisku 2  ATP. [1, 8, 10, 14] 
 
 
Obr. 4: Schématické znázornění ethanolové fermentace. [14] 
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2.1.6 Kultivace kvasinek 
Kvasinky se kultivují zpravidla při 25 až 28 °C, což je optimální teplota pro rozmnožování 
většiny kvasinek. Některé kvasinky ale rostou lépe při 37 °C, jiné naopak při 20 °C. Na růst 
a rozmnožování potřebují kvasinky správnou výživu, kterou přijímají ze živného prostředí. 
Základními složkami výživy kvasinek jsou voda, zdroj uhlíku a dusíku, biogenní prvky 
(kyslík, vodík, uhlík, dusík, fosfor a hořčík), některé další prvky potřebné v malých 
množstvích, vitaminy a růstové látky. Optimální pH živného prostředí se pro většinu kvasinek 
pohybuje v rozmezí 4,5 – 6,5.  Pro kultivaci se jako kapalné živné médium nejčastěji používá 
sladina a jako tuhé živné médium sladinový agar. [6, 7] 
2.2 Kvasinky a víno 
Víno je alkoholický nápoj vyrobený částečným nebo úplným zkvašením moštu 
připraveného z hroznů révy vinné. Fermentační proces představuje komplex mikrobiálních 
procesů, které jsou zprostředkovány činností velkého množství různých mikroorganismů.  
Organoleptické vlastnosti vína a jeho senzorická kvalita jsou ovlivňovány metabolickou 
aktivitou vláknitých hub, kvasinek, bakterií mléčného kvašení, octovými bakteriemi a jejich 
viry. Nízké pH vinného moštu, vysoký obsah cukru, anaerobní podmínky a přítomnost 
fenolických sloučenin vytváří ideální prostředí pro růst kvasinek, které hrají klíčovou roli 
v průběhu kvasného procesu. V průběhu výroby vína se uplatňují zejména při procesu 
alkoholového kvašení. Výhodou je rovněž autolýza kvasinek, která má pozitivní efekt 
na kvalitu konečného produktu. [15, 16, 17, 18] 
Technologický postup výroby vína je uveden na obr. 5. [19] 
 
 
Obr. 5: Schéma výroby přírodních vín. [19] 
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2.2.1 Kvašení vinného moštu 
Vinný mošt požadované kvality získáváme nejčastěji v prostoru lisovny, kde se hrozny 
zpracovávají různými operacemi jako jsou odstopkování, mletí, odzrňování, provzdušnění, 
scezování, lisování. Aby byl zaručen optimální průběh kvašení, je možné mošt získaný 
lisováním dodatečně upravovat. Nejčastěji se provádí doslazení, odkalení, odkyselování, 
okyselování, provzdušnění a síření moštu. 
Kvašení vinného moštu probíhá ve vertikálních nebo horizontálních tancích a má tři fáze: 
 
1) Začátek kvašení – je charakteristický pozvolným rozmnožováním kvasinek a pomalým 
začátkem prokvašování cukrů moštu. Trvá 2 až 3 dny. 
 
2) Bouřlivé kvašení – nastává třetí až čtvrtý den a projevuje se vývinem tepla, zvýšením 
teploty až nad 25 °C a uvolňováním oxidu uhličitého, který strhává i aromatické a těkavé 
buketní látky. V této fázi kvašení je nutné udržovat teplotu na 15 – 18 °C, 
u chladnomilných kmenů kvasinek dokonce v rozmezí 10 – 12 °C. Bouřlivé kvašení trvá 
několik dnů. Obecně platí, že pokud kvašení probíhá při nižších teplotách, trvá sice déle, 
ale vyrobená vína jsou kvalitnější. Čím teplejší mošt kvasí, tím více aromatických látek 
a alkoholu se ztrácí. 
 
3) Dokvašování – tato poslední fáze nastává po poklesu obsahu cukru na 2 – 5 g/l a trvá 
jeden až dva měsíce, někdy i půl roku. Činnost kvasinek se postupně omezuje 
a po ukončení kvašení a zastavení vývinu oxidu uhličitého začnou kvasinky sedimentovat 
a spolu s kaly se usazují na dno kvasné nádoby. [19, 20] 
 
Při zpracování modrých odrůd na červená vína nebo v některých případech i při zpracování 
bílých aromatických odrůd na bílá vína se provádí nakvašování rmutu. U modrých odrůd je 
cílem uvolnit z bobulí červená barviva a přiměřené množství tříslovin a ostatních důležitých 
složek potřebných pro charakter červeného vína. [19, 21] 
V průběhu kvašení vinného moštu vznikají dva hlavní produkty, ethanol a oxid uhličitý. 
Mezi nejdůležitější vedlejší produkty patří glycerol, acetaldehyd, kyselina octová, vyšší 
alkoholy, estery, kyselina jantarová, diacetyl, acetoin a 2,3-butandiol. Hlavním vedlejším 
produktem je glycerol, který dodává vínu plnost a hladkost. Dále kvasinky produkují více 
než sto různých organických kyselin, které mají určitý vliv na organoleptické vlastnosti vína. 
Zatímco v omezeném množství vyšší alkoholy přispívají k celkovému senzorickému profilu 
vína, ve vyšších koncentracích je jejich přítomnost většinou nežádoucí. Estery jsou nejhojněji 
zastoupenými aromatickými sloučeninami a mají výrazný vliv při vytváření buketu mladých 
vín. [14, 22, 23] 
2.2.1.1 Řízené kvašení 
V dnešní době se pro kvašení moštu využívají čisté kultury kvasinek. Tento způsob je 
nazýván jako čisté neboli řízené kvašení. Často se používají aktivní suché vinné kvasinky 
(ASVK), které zaručují dostatečné množství buněk od počátku kvašení a zabrání se tím 
vzniku nežádoucího kvašení. Vlastnosti produkčních kmenů průmyslových kvasinek musí 
odpovídat technologickým požadavkům jejich uživatele. Požadované kvalitativní parametry 
vinných kvasinek souvisí s rychlostí startu fermentačního procesu, nízkou koncentrací 
zbytkového cukru, rychlou sedimentací kvasinek, nízkou koncentrací acetaldehydu a naopak 
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vysokým výtěžkem ethanolu. Pro řízené kvašení se využívají kmeny kvasinek Saccharomyces 
cerevisiae. [3, 15, 20] 
2.2.1.2 Spontánní kvašení 
Pokud kvašení probíhá za účasti přirozené mikroflóry, mluvíme o fermentaci přirozené 
neboli spontánní. Kvasinky z větší části pocházejí z vnějšího povrchu slupek bobulí, kde 
se rozmnožují na místech, kde mají přístup ke šťávě (např. přechod mezi stopkou a bobulí). 
Na jedné bobuli se nachází asi 8 milionů buněk, na prasklé témeř 40krát více 
než na nepoškozené. Nevýhodou spontánního kvašení je přítomnost kontaminujících kvasinek 
a jiných mikroorganismů, které nepříznivě ovlivňují jakost vína. Přirozeně se vyskytující 
populace kvasinek je pro daný region charakteristická. Množství a rozmanitost kvasinek 
na povrchu hroznů ovlivňují zejména faktory jako odrůda hroznů, stupeň zralosti hroznů 
při sklizni, klimatické podmínky, geografická poloha, poškození bobulí hroznů a intenzita 
ochrany proti škůdcům. [15, 16, 17, 20, 24]  
Procesu spontánního kvašení se účastní různé druhy kvasinek. Kvasinky, které se vyskytují 
na počátku fermentace, se vyznačují nízkou tolerancí k alkoholu a neschopností zpracovat 
veškerý sacharidický substrát. V této fázi kvašení převládají rody Kloeckera, Hanseniaspora 
a Candida. Následně se začínají objevovat zástupci rodů Metschnikowia, Pichia 
a příležitostně kvasinky rodu Brettanomyces, Kluyveromyces, Schizosaccharomyces, 
Torulaspora a Zygosaccharomyces. V průběhu kvašení dochází k nárustu ethanolu, jehož 
hlavním producentem jsou kmeny kvasinek Saccharomyces cerevisiae, které se díky 
své vysoké toleranci k ethanolu vyskytují samostatně v pozdějších stádiích kvasného procesu. 
Hlavním původcem alkoholového kvašení vína je tedy kvasinka Saccharomyces cerevisiae, 
ostatní rody se mohou také podílet na tvorbě ethanolu, obvykle jsou důležitými producenty 
sekundárních sloučenin a vytvářejí senzorický profil konečného produktu. [24, 25] 
2.2.2 Rody kvasinek přispívající ke kvasnému procesu 
Druhy kvasinek, které jsou spojované s produkcí vína, jsou nejčastěji zástupci rodů Pichia, 
Candida, Hanseniaspora, Kloeckera, Brettanomyces, Metschnikowia, Kluyveromyces,  
Torulaspora, Schizosaccharomyces, Zygosaccharomyces a Saccharomyces. [24] 
2.2.2.1 Rod Pichia 
Při kultivaci na pevném médiu vytváří kvasinky rodu Pichia bíle nebo mléčně zbarvené 
kolonie, jejichž povrch je zvrásnělý a matný. Při mikroskopickém pozorování lze sledovat 
jednotlivé buňky obvykle elipsoidního, vejčitého nebo cylindrického tvaru, které se 
rozmnožují vegetativně multilaterálním pučením. V některých případech dochází k tvorbě 
pseudomycelia. Při pohlavním rozmnožování se v asku vytváří 1 až 4 spory kulovitého, 
kloboukovitého nebo saturnovitého tvaru. Ve vinařství se nejčastěji uplatňují 
P. membranaefaciens, P. anomala, a P. guilliermondi. V závislosti na druhu může docházet 
k fermentaci cukrů nebo asimilaci dusičnanů.   
P. anomala (obr. 6) zkvašuje glukózu, sacharózu a asimiluje látky sacharidické povahy 
jako glukózu, maltózu, sacharózu, celobiózu, trehalózu, rafinózu, rozpustný škrob, ale také 
ethanol, glycerol, erythritol, D-manitol, D-glucitol, sukcinát, citrát a dusičnany. Tento druh 
má omezené fermentační schopnosti. Při využívání oxidativního metabolismu vytváří 
na povrchu moštu bílou kožku. V případě fermentace je schopen produkovat 0,2 – 4,5 % obj. 
alkoholu spolu s větším množstvím kyseliny octové, ethylacetátu a isoamylacetátu. Pokud 
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tyto kvasinky využívají jako možný substrát kyseliny, dochází k nežádoucímu růstu pH 
produktu. 
P. membranaefaciens slabě fermentuje glukózu a asimiluje mnohem méně sloučenin 
(glukózu, N-acetyl-D-glukosamin a ethanol) než P. anomala. [11] 
 
 
 
Obr. 6: Kvasinka Pichia anomala pozorovaná pod elektronovým mikroskopem. [64] 
2.2.2.2 Rod Candida 
Anamorfní rod Candida představuje velice rozsáhlý rod kvasinek s mnoha druhy, které se 
uplatňují při výrobě vína. Tyto kvasinky se obvykle vyskytují na počátku fermentačního 
procesu. Tvar buněk je nejčastěji kulovitý, elipsoidní, cylindrický nebo protáhlý. 
Rozmnožování probíhá vegetativně tzv. multilaterálním pučením. Některé druhy rodu 
Candida jsou schopné utilizovat dusičnany nebo fermentovat různé cukry. Jedním z druhů, 
který se vyznačuje schopností zkvašovat pouze glukózu a asimilovat velké množství látek 
různé chemické povahy jako glukózu, galaktózu, L-sorbózu, sacharózu, maltózu, celobiózu, 
trehalózu, N-acetyl-D-glukosamin, ethanol, glycerol, D-glukonát, sukcinát a hexadekan, 
je Candida pulcherrima. 
Candida stellata fermentuje a asimiluje glukózu, sacharózu a rafinózu. Kmeny druhu 
Candida stellata s vysokou produkcí glycerolu a kyseliny jantarové nebo využívající při 
kvašení přednostně fruktózu jsou pro fermentační proces výhodné. Naopak kmeny 
produkující 2-methyl-1-propanol ve vysokých koncentracích jsou při výrobě vína nežádoucí. 
[11, 14] 
2.2.2.3 Rod Hanseniaspora 
Rod Hanseniaspora (anamorfa Kloeckera) je charakteristický tvarovou diverzitou  
v závislosti na stáří kultury. V počátečních fázích života jsou buňky tvaru vejčitého nebo 
kulovitého, zatímco starší buňky mají apikulátní, citronovitý tvar. Vegetativně se rozmnožují 
bipolárním pučením. Při pohlavním rozmnožování tvoří askospory, které mají zpočátku 
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kulovitý a následně kloboukovitý nebo saturnovitý tvar. Některé druhy rodu Hanseniaspora 
mají sklon upřednostňovat fruktózu před glukózou. 
Hanseniaspora uvarum (anamorfa Kloeckera apiculata) je nejčastěji se vyskytující 
kvasinkou na bobulích hroznů a ve vinném moštu. Avšak vzhledem ke své nízké toleranci 
k ethanolu, množství této populace rychle klesá  v přítomnosti  kvasinky Saccharomyces 
cerevisiae. Kmeny H. uvarum se vyznačují nízkou fermentační schopností a vysokou 
produkcí kyseliny octové, ethylacetátu a acetaldehydu. Tento druh fermentuje pouze glukózu 
a asimiluje glukózu, celobiózu, 2-keto-D-glukonát a salicin. Vyznačuje se rovněž schopností 
růst v přítomnosti 100 mg/l cykloheximidu. Kofermentací S. cerevisiae a H. uvarum lze 
dosáhnout produkce vína s vhodným poměrem těkavých a netěkavých látek a požadovanými 
senzorickými vlastnostmi. 
Hanseniaspora guilliermondii je druh, který může produkovat více ethanolu 
než H. uvarum a má vyváženější obsah těkavých a netěkavých sloučenin. Žádoucí je produkce 
2-fenylethylacetátu, který je zodpovědný za vůni po ovoci, medu a růžích. [11, 14, 18] 
2.2.2.4 Rod Brettanomyces 
Rod Brettanomyces (teleomorfa Dekkera) má elipsovité až protáhlé buňky. Na pevných 
médiích vytváří bílé až nažloutlé kolonie, které mohou být lesklé, vlhké a hladké nebo naopak 
matné a vrásčité. Tento rod se vyznačuje pomalejším růstem, obvykle se kolonie objevují 
až po několika dnech kultivace na pevném médiu. Všechny druhy zkvašují a asimilují 
glukózu, galaktózu, sacharózu a maltózu. Druhy B. anomalus a B. bruxellensis vyskytující 
se ve víně lze od sebe odlišit na základě rozdílné schopnosti fermentace a asimilace. Zatímco 
většina kmenů B. anomalus fermentuje laktózu a asimiluje sukcinát, kmeny B. bruxellensis 
tuto schopnost nemají. Oba druhy mohou asimilovat dusičnany a většina druhů rodu  
Brettanomyces využívá ethanol jako zdroj uhlíku. Pokud je sacharidickým zdrojem glukóza, 
produkují velké množství kyseliny octové. 
Často se považují za kvasinky, které znehodnocují víno, avšak v případě některých vín 
malé dávky těchto kvasinek mohou být prospěšné pro vylepšení komplexnosti vína. Tyto 
kvasinky produkují těkavé fenolové sloučeniny, zejména ethylfenol, ethylguaiacol, které 
vznikají redukční dekarboxylací derivátů kyseliny hydroxyskořicové (kyseliny ferulová 
a kumarová) obsažených v hroznech (obr. 7). Vznikající fenolové látky spolu s těkavými 
mastnými kyselinami, jako je např. kyselina izovalerová, ovlivňují aromatický profil vína. 
Některé kmeny produkují fenolické látky zodpovědné za žádoucí kořenitý a kouřový nádech. 
Naopak velkým problémem je ethylfenol udávající vínu vůni, která se popisuje jako vůně 
koňského hnoje, leukoplastu nebo koňského potu.  
 
Obr. 7: Rovnice popisující vznik 4-ethylfenolu ve víně.  [65] 
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Přítomnost kvasinek rodu Brettanomyces ve vinařském provozu proto může vést 
k významným ekonomickým škodám. Tyto kvasinky mohou kontaminovat dřevěné sudy, 
právě tak jako betonové tanky. Mohou se rozvíjet také v láhvi, což vytváří neslučitelné 
nedostatky ve víně při konzumaci. Přítomnost této kvasinky není snadno zjistitelná a důkladná 
hygienická opatření jsou nejlepší cestou pro omezení jejího výskytu. Vysoké pH a nízký 
obsah SO2 jsou hlavními důvody pro rozvoj rodu Brettanomyces ve víně. [11, 14, 26, 27] 
2.2.2.5 Rod Metschnikowia 
Některé druhy rodu Metschnikowia produkují hnědočervený pigment, tzv. pulcherimin. 
Buňky jsou kulaté až oválné, vegetativně se rozmnožují multilaterálním pučením. 
Při pohlavním rozmnožování vytvářejí ve vřecku 1 – 2 jehlicovité askospory.  
Druh Metschnikowia pulcherrima se vyskytuje ve velkém množství na hroznech a v moštu. 
Účastní se začátku kvasného procesu, ve vínech se již nevyskytuje vzhledem ke své nízké 
toleranci k ethanolu. Tyto kvasinky zkvašují maximálně do 1,5 až 2 % obj. ethanolu. 
Vyznačují se fermentací glukózy a asimilují velké množství sloučenin zahrnujících běžné 
sacharidy (např. glukózu, galaktózu, sacharózu, maltózu, celobiózu) i další sloučeniny jako 
ethanol, glycerol, D-manitol, D-glucitol, sukcinát a D-glukonát. Jsou schopny asimilovat 
různé sloučeniny dusíku jako jsou kadaverin, L-lysine, ethylamin, ale ne dusičnany.  
Kvasinky tolerují 10 mg/l cykloheximidu, ale množství  100 mg/l má již inhibiční účinek. 
Některé kmeny Metschnikowia pulcherrima produkují ve vysokých koncentracích estery, 
především ethylacetát a ethylkaprylát, jež přispívají k obecnému vnímání ovocnosti vína. 
Za vůni po růžích je zodpovědný vznikající 2-fenylethylalkohol. Tyto produkční schopnosti 
kvasinek jsou žádoucí, a proto se využívá kofermentace Metschnikowia pulcherrima 
a Saccharomyces cerevisiae za účelem výroby vína s intenzivnějším aromatickým profilem. 
[11, 14, 26] 
2.2.2.6 Rod Kluyveromyces 
Kvasinky rodu  Kluyveromyces dříve patřily do rodu  Saccharomyces. Vyčleněny však 
byly na základě odlišných vlastností. Rod Kluyveromyces má menší buňky, snáze tvoří 
pseudomycelium, spory mají různý tvar (kulatý, bobovitý), biomasa často obsahuje 
hnědočervené heminové barvivo a cukry tyto kvasinky zkvašují pouze do koncentrace 
4 % obj. ethanolu. Fermentují glukózu, sacharózu, maltózu a rafinózu. 
Kvasinky druhu Kluyveromyces thermotolerans mají vyšší tolerancí k ethanolu 
(< 13,5 % obj.) a vyznačují se produkcí kyselin. Některé kmeny mohou vytvářet kyselinu 
mléčnou v množství až 7 g/l a tím udržovat nízké pH vinného moštu. Kmeny druhu 
Kluyveromyces thermotolerans jsou charakteristické mírnou produkcí vyšších alkoholů, 
kyseliny octové, esterů a nízkou produkcí acetaldehydu, a proto jsou při výrobě vína žádoucí. 
[8, 14] 
2.2.2.7 Rod Torulaspora 
Kvasinky rodu Torulaspora mají kulaté nebo mírně elipsovité buňky. Torulaspora 
delbrueckii byla izolována z vinného moštu s vysokým obsahem cukru. Tato osmotolerantní 
kvasinka se s výhodou používá pro fermentaci při výrobě botrytických vín. Vyznačuje se 
vyšší tolerancí k ethanolu (< 12,5 % obj.) a produkuje vína s podobným charakterem jako 
kvasinka Saccharomyces cerevisiae. Vytváří různé vyšší alkoholy v závislosti na daném 
kmenu. Vzhledem k tomu, že tyto kvasinky produkují kyselinou octovou, ethylacetát, 
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acetaldehyd a acetoin v poměrně nízkých koncentracích, jsou využívány spolu s kvasinkami 
Kluyveromyces thermotolerans a  Saccharomyces cerevisiae jako součást směsných kultur 
kvasinek pro řízenou fermentaci. [8, 14] 
2.2.2.8 Rod Schizosaccharomyces 
Kvasinky rodu Schizosaccharomyces mohou mít buňky vejcovité, cylindrické nebo často 
bývají kulovité. Vegetativně se rozmnožují přehrádečným dělením, nikoli pučením. Pohlavně 
se množí pomocí askospor, kterých se ve vřecku nachází 2 až 8 a jsou kulatého nebo 
elipsoidního tvaru. Jedná se o osmofilní rod kvasinek se silnými fermentačními schopnostmi.  
Základním druhem nacházejícím se v moštu nebo víně je Schizosaccharomyces pombe 
(obr. 8). Tento druh fermentuje a asimiluje glukózu, sacharózu a maltózu. Vyznačuje 
se rovněž schopností asimilovat rafinózu a D-glukonát, ale nemá schopnost využívat ethanol 
jako zdroj uhlíku a dusičnany jako zdroj dusíku. Ve vinařství se využívá pro odkyselování 
moštů a vín, protože odbourává kyselinu jablečnou na ethanol a oxid uhličitý. Jedná se 
o tzv. jablečno-alkoholové kvašení. [11, 12, 28] 
 
Obr. 8: Kvasinka Schizosaccharomyces pombe pozorovaná  
pod elektronovým mikroskopem. [64] 
2.2.2.9 Rod Zygosaccharomyces 
Buňky kvasinek rodu Zygosaccharomyces mají kulovitý, elipsoidní nebo protáhlý tvar 
a rozmnožují se vegetativně multilaterálním pučením. Při pohlavním rozmnožování vytváří 
1 až 4 hladké kulovité nebo elipsoidní askospory uložené ve vřecku. Rod Zygosaccharomyces 
je nejvýznamnějším zástupcem osmotolerantních kvasinek, který je schopen množení 
i v prostředí s více než 50 % glukózy. Významná je i extrémní tolerance k alkoholu, a proto 
se vyskytuje ve vínech obsahujících až 18 % obj. Kvasinky tohoto rodu jsou rezistentní 
vůči běžně používaným konzervačním látkám a SO2. Z moštu a vína byly izolovány druhy 
Z. bisporous, Z. rouxii, Z. florentinus. V závislosti na druhu fermentují různé cukry. Z. rouxii 
zkvašuje glukózu, maltózu a asimiluje glukózu, trehalózu, glycerol, D-mannitol a D-glucitol. 
Žádný druh neasimiluje dusičnany. [11, 12] 
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2.2.2.10 Rod Saccharomyces 
Kvasinky rodu Saccharomyces mají nejdůležitější roli v alkoholovém kvašení při výrobě 
vína. Jejich buňky jsou kulaté, oválné, elipsoidní nebo protáhlé. Rozmnožují se nepohlavně 
multilaterálním pučením nebo pohlavně za vzniku elipsoidních askospor s hladkým 
povrchem, které jsou po jedné až čtyřech uloženy ve vřecku. Na pevném médium vytváří 
hladké, obvykle ploché, ale občas i vypouklé kolonie. [11, 26] 
Rod  Saccharomyces zahrnuje 2 skupiny druhů. Jsou to Saccharomyces sensu stricto 
(druhy striktně související s průmyslovou fermentací) a  Saccharomyces sensu lato (druhy 
vzdáleně související se  Saccharomyces cerevisiae). Do skupiny  Saccharomyces sensu stricto 
jsou v současné době zařazeny druhy S. bayanus, S. cariocanus, S. cerevisiae, S. mikatae, 
S. paradoxus, S. pastorianus a S. kudriavzevii. V průběhu alkoholové fermentace při výrobě 
vína se nejvíce uplatňují kmeny kvasinek S. bayanus, S. cerevisiae a  S. pastorianus. 
Rozlišení jednotivých druhů skupiny Saccharomyces sensu stricto na základě konvenčních 
testů je velmi obtížné. Naopak jednou z molekulárně biologických metod, která se 
v současnosti běžně využívá, je PCR reakce s použitím druhově specifických primerů. 
[29, 30] 
Za hlavního původce alkoholového kvašení při výrobě vína je považována kvasinka  
Saccharomyces cerevisiae. Výsledkem kvašení vinného moštu, které je zprostředkováno 
kmeny tohoto druhu, získáváme 8 – 15 % obj. ethanolu a malé množství vedlejších produktů 
jako jsou glycerol, organické kyseliny (octová, jantarová), vyšší alkoholy a estery. [23, 25] 
2.2.3 Integrovaná produkce hroznů a vína 
Integrovaná produkce (IP) představuje způsob zemědělského hospodaření, jehož 
základním cílem je zajištění trvale udržitelného rozvoje ve smyslu § 6 zákona č.17/1992 Sb. 
o životním prostředí v aktuálním znění. Integrovaná produkce hroznů a vína je moderní přísně 
ekologicky orientovaný vinohradnický systém zaměřený na produkci hroznů a vín špičkové 
kvality cestou přátelskou vůči životnímu prostředí. Základní snahou je minimalizace, 
resp. úplné vyloučení použití hnojiv a chemických pesticidů a minimalizace použití fosilní 
energie. Chemická ochrana je v maximální míře nahrazena ochranou biologickou (draví 
roztoči, mikrobiální insekticidy). Přednostně se tedy využívají a podporují přirozené regulační 
mechanismy. 
Veškeré technologické postupy, které registrovaní členové svazu používají ve svých 
vinicích, musí odpovídat přesně stanoveným mezinárodním kritériím Svazu IP. Tyto kritéria 
jsou v České republice vydávána přibližně ve dvouletých cyklech pod názvem „Směrnice 
svazu integrované produkce hroznů a vína“. Směrnice IP hroznů a vína jsou zpracovány 
s přihlédnutím k požadavkům na systémy IP révy vinné, jež pro švýcarské vinohradnictví 
zpracovali Basler a Murisier (1990) a jež jsou dnes podkladem k mezinárodně kladeným 
požadavkům na systémy IP révy vinné, které jsou zpracovány v rámci organizace IOBC. Tyto 
směrnice stanovují limitující a doporučená kritéria pro jednotlivé pěstební technologie. 
Při jejich dodržování bude finální produkt (stolní hrozen, víno) deklarován jako produkt z IP 
a označen ochrannou známkou „Integrovaná produkce“. [27] 
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2.3 Identifikace kvasinek založená na molekulárně biologických metodách 
Tradiční charakterizace a identifikace kvasinek se provádí na základě morfologických 
znaků a fyziologických funkcí daného organismu. Tyto konvenční metody vyžadují obvykle 
provedení 60 – 90 testů, což je velmi pracné a časově náročné. Výsledky jsou k dispozici 
během 1 – 2 týdnů a mnohdy ve své podstatě nejednoznačné. Zjednodušení tradičních metod 
a zrychlení identifikace bylo umožněno používáním komerčních setů. Ty jsou však 
navrhovány pro klinickou diagnostiku a jejich použití je obecně omezeno na několik druhů 
kvasinek. [17, 31, 32, 33, 34] 
Rozvoj v oblasti molekulární biologie vedl k vývoji nových technik pro identifikaci 
mikroorganismů. Tyto techniky jsou založeny na podobnosti nebo odlišnosti DNA, RNA 
a proteinů. Pro identifikaci kvasinek se nejčastěji používá pulzní gelová elektroforéza 
(karyotypizace), sekvencování rRNA, restrikční analýza (RFLP) a další metody založené 
na PCR reakci. [32]  
Výchozím krokem téměř všech molekulárně biologických metod je izolace genetického 
materiálu. [35] 
2.3.1 Izolace a purifikace DNA 
Metody izolace nukleových kyselin využívají rozdílné rozpustnosti biologických 
makromolekul, adsorpce na pevný podklad nebo ultracentrifugace v gradientních roztocích. 
Výběr metody závisí na způsobu následující analýzy nukleové kyseliny. [35, 36] 
Prvním krokem při izolaci DNA je dezintegrace (lyze) buněk. Podstatou je dezintegrace 
buněčné membrány v lyzačním pufru pomocí chemických a enzymatických činidel. Často 
se využívá mechanické dezintegrace kombinované s působením degradačních enzymů. 
Pro tyto účely se volí enzym lysozym, proteináza K a různá detergenční činidla (Triton X-100 
nebo SDS). Nezbytnou součástí lyzačního pufru je ethylendiamintetraoctová kyselina 
(EDTA), která vytváří komplex s Ca2+, čímž snižuje dostupnost těchto iontů 
pro deoxyribonukleázy, které jsou takto inaktivované a nemohou štěpit nukleové kyseliny. 
Výsledkem lyze buněk je uvolnění buněčného obsahu do roztoku, který je následně 
centrifugován. Při centrifugaci dochází k oddělení malých molekul, které jsou součástí 
supernatantu, od makromolekul, které získáváme jako sediment. Druhý krok spočívá 
v uvolnění nukleové kyseliny z vazby na proteiny a následném odstranění kontaminujících 
buněčných komponent. [35, 36, 37, 38] 
K získání DNA ze směsi komponent se nejčastěji používají níže uvedené postupy. 
V současné době nabízí řada firem velké množství komerčních setů, které umožňují 
spolehlivou, pohodlnou a velmi rychlou izolaci DNA ze vzorku. [37] 
2.3.1.1 Fenol-chloroformová extrakce 
Extrakce fenol-chloroformovou směsí se používá k odstranění bílkovin a lipidů. Fenol 
ani chloroform se s vodou nemísí, a proto po přidání této směsi do vodného prostředí 
buněčného lyzátu a po důkladném promíchání a centrifugaci dochází k tvorbě tří vrstev. Horní 
vrstva je vodná fáze, která obsahuje nukleové kyseliny, dolní vrstva je organická obsahující 
lipidy. Tyto vrstvy jsou od sebe odděleny prstencem vysrážených proteinů. Vodná fáze 
s nukleovými kyselinami je opatrně odebrána. Obsah DNA ve vodné fázi je určen hodnotou 
pH extrakčního pufru. V mírně alkalické prostředí o pH 8 se extrahuje do vodné fáze 
převážně DNA s minimální koncentrací RNA, v kyselém prostředí (pH = 4,5 – 6) přechází 
do vodné fáze naopak RNA. K odstranění přebytečné RNA se používá enzym RNáza. 
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V následujícím kroku dochází ke srážení DNA alkoholem, obvykle ethanolem nebo 
izopropanolem, za účelem jejího přečištění a zakoncetrování do malého objemu. Vysrážená 
a vysušená DNA se rozpustí v TE pufru a je připravena pro další použití. [37, 39] 
2.3.1.2 Adsorpce nukleových kyselin na silikátový povrch 
Ve srovnání s fenol-chloroformovou extrakcí je to metoda rychlejší a bezpečnější 
(nepoužívá se toxický chloroform a žíravý fenol) a získává se DNA o vysoké čistotě. 
Nevýhodou je jeho vyšší cena. Podstatou je adsorpce molekul DNA na povrch silikátu 
v přítomnosti chaotropních solí a při nízkých hodnotách pH. Silikát je připraven 
ze speciálního skla a dodává se ve formě skleněných kuliček nebo jako fritový filtr 
zabudovaný v mikrozkumavce. Po snížení iontové síly roztoku a zvýšení pH se DNA 
ze silikátového preparátu opět uvolňuje a z roztoku se získá vysrážením alkoholem. [37, 38] 
2.4 Polymerázová řetězová reakce (PCR) 
Polymerázová řetězová reakce je metoda, při které dochází k amplifikaci vybraného úseku 
DNA in vitro. Cílem této enzymově katalyzované reakce, během které dochází 
k exponenciálnímu zvyšování počtu kopií daného úseku DNA, je získání dostatečného 
množství amplikonu během několika hodin. Vzhledem k vysoké citlivosti detekce je možné 
PCR použít pro zjištění velmi malého množství nukleové kyseliny ve vzorku (teoreticky 
by měla stačit jediná molekula DNA).  Podmínkou pro aplikaci této metody je sekvenční 
analýza studované nukleové kyseliny, na jejímž základě se připraví komplementární 
oligodeoxyribonukleotidy, které ohraničují amplifikovanou oblast a slouží jako primery 
polymerační reakce. [35, 40, 41, 42] 
Tato technika byla zavedena a poprvé využita v roce 1985 pracovníky kalifornské 
biotechnologické firmy Cetus Corporation pod vedením Karyho Mullise. V biologickém 
výzkumu i klinické diagnostice má tato metoda obrovský význam, a proto získal Mullis v roce 
1993 za svůj objev Nobelovu cenu. [35, 37, 38] 
2.4.1 Princip a průběh PCR reakce 
Princip reakce je založen na replikaci nukleových kyselin, která je základním 
molekulárním procesem všech živých organismů. Podstatou PCR je cyklicky se opakující 
enzymová syntéza nových řetězců vybraných úseků dvouřetězové DNA ve směru 5' → 3' 
za využití termostabilní DNA polymerázy.  
Jedná se o proces, při němž se v závislosti na teplotě reakční směsi pravidelně střídají 
tři kroky v každém cyklu (obr. 9). Tyto kroky zahrnují: 
 denaturaci DNA 
 nasednutí (hybridizaci) primerů 
 syntézu nových komplementárních vláken pomocí DNA polymerázy. [36] 
 
Počáteční fází PCR je tepelná denaturace dvouřetězové DNA, která se provádí při teplotě 
94 – 96 °C. Při této teplotě se rozruší páry bází a uvolní se jednotlivá vlákna DNA, která 
fungují jako templáty v dalších cyklech syntézy DNA. V prvním cyklu se denaturace 
prodlužuje na 2 – 3 min. Ve všech následujících cyklech probíhá 25 – 35 s, aby se příliš 
nesnižovala aktivita DNA polymerázy. [35, 39] 
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Obr. 9: Schématické znázornění amplifikace DNA. [66] 
 
Ve druhém kroku dochází k ochlazení PCR směsi na teplotu, při které nasedají primery 
na oddělené řetězce DNA (tzv. annealing). Primery jsou navrženy tak, že se vážou 
na protilehlé řetězce DNA 3´-konci směrem k sobě a tím vymezují délku amplifikovaného 
úseku. Hybridizace primerů obvykle probíhá při teplotě 30 – 65 °C po dobu 30 – 60 s. 
Podmínky závisí na zastoupení bází, délce oligonukleotidů a hodnotě Tm produktu. [36] 
Ve třetím kroku probíhá syntéza nových řetězců DNA prostřednictvím DNA polymerázy 
při teplotě 65 – 75 °C po dobu 1 – 2 min. Na 3´-konce navázaných primerů nasedá 
DNA polymeráza, která k primerům připojuje nové nukleotidy a tím prodlužuje řetězec 
ve směru 5' → 3' (tzv. elongace). Nově nasyntetizovaný řetězec DNA slouží jako templát 
v následujícím reakčním cyklu. [37, 43] 
Postupným opakováním tohoto procesu se exponenciálně (2n, n = počet cyklů) syntetizuje 
až 109 kopií vybraného úseku DNA (tzv. amplikonu). Optimální počet cyklů závisí na výchozí 
koncentraci templátové DNA a zpravidla se pohybuje v rozmezí od 25 do 35 cyklů. Reakce 
se provádějí v zařízení zvaném termocyklér, v němž se teplota mění automaticky 
v naprogramovatelných časových intervalech. Teplotní profil PCR je znázorněn na obr. 10. 
[36, 39] 
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Obr. 10: Typický teplotní profil PCR reakce. [39] 
 
2.4.2 Komponenty pro PCR směs 
Standardní PCR se nejčastěji provádí v reakční směsi, která má následující složení [35]: 
 Termostabilní DNA polymeráza 
 Primery 
 Templát DNA 
 Deoxyribonukleotidtrifosfáty (dNTP) 
 Reakční pufr a Mg2+ 
 Deionizovaná voda 
2.4.2.1 Termostabilní DNA polymeráza 
Metoda PCR využívá termostabilní DNA polymerázu jako klíčový enzym pro syntézu 
nových řetězců DNA. Podmínka teplotní stability enzymu je nutná z hlediska denaturace 
DNA, která probíhá za vysoké teploty (cca 95 °C). Pokud by byla DNA polymeráza při tomto 
kroku inaktivována, bylo by nutné ji při každém cyklu po denaturaci přidat. Použití 
termostabilní Taq DNA polymerázy z termofilní bakterie Thermus aquaticus, která byla 
izolována z horkých pramenů Yellowstonského národního parku, zajišťuje dostatečnou 
aktivitu enzymu po celou dobu amplifikace. Taq DNA polymeráza má teplotní optimum 
při 75 °C a inaktivace nastává po 40 minutách při 95 °C. Výhodou tohoto enzymu je jeho 
vysoká procesivita, tedy schopnost syntetizovat dlouhé úseky DNA, a to až o délce 10 kb. 
Vyznačuje se pouze 5' → 3' polymerázovou aktivitou. Nejvíce komerčně dostupné jsou 
rekombinantní Taq DNA polymerázy získané expresí genu z Thermus aquaticus 
v Escherichia coli. [41, 35, 43, 44]  
Kromě Taq DNA polymerázy se využívají Pwo a Pfu DNA polymerázy izolované 
z hypertermofilních archaeí Pyrococcus woesei a Pyrococcus furiosus. Výhodou těchto 
enzymů je, že mají jak polymerázovou aktivitu, tak i 3' → 5' exonukleázovou aktivitou, jež 
umožňuje opravu chybně začleněných deoxynukleotidů. Produkty jsou tedy syntetizovány 
s větší přesností (desetinásobně větší přesnost ve srovnání s  Taq DNA polymerázou). [41] 
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Dalším zajímavým enzymem je Tth polymeráza z termofilní bakterie Thermus 
thermophilus, která je schopna při 70 °C a za přítomnosti Mn2+ působit jako reverzní 
transkriptáza. Tato vlastnost je využívána pro metodu RT-PCR, která spočívá v reverzní 
transkripci RNA na cDNA a v následné amplifikaci cDNA. [41, 43] 
2.4.2.2 Primery 
Primery jsou synteticky připravené oligonukleotidové fragmenty, které zpravidla obsahují 
15 – 30 nukleotidů. Specifita a účinnost PCR je závislá na pečlivém návrhu obou primerů, 
který v současné době usnadňují počítačové programy. [35, 36, 40, 45]   
Při návrhu primerů je třeba brát v úvahu několik důležitých pravidel. Primery nesmí být 
navzájem komplementární, aby nedocházelo k tvorbě dimerů. Obsah G a C bází v primeru by 
se měl pohybovat v rozsahu 40 – 60 %. Je nutné, aby oba primery hybridizovaly 
s komplementární sekvencí v templátové DNA při stejné teplotě. Ideální teplotu odhadneme z 
tzv. teploty tání (melting temperature, Tm) hybridu mezi primerem a templátem, kterou 
můžeme zjistit experimentálně nebo stanovit použitím jednoduchého vzorce: 
 
Tm = (4[G + C]) + (2[A + T]) °C, 
kde [G + C] je počet bází G a C a [A + T] je počet bází A a T v sekvenci primerů. 
 
Hybridizační teplota experimentu bude o 1 – 2 °C nižší než stanovená teplota tání. 
Přijatelná teplota tání se pohybuje v rozmezí 55 až 68 °C, přičemž vyšší teplota zpravidla 
představuje vyšší specifitu. [36, 39, 41, 43] 
2.4.2.3 Templát DNA 
Zdrojem DNA pro amplifikaci jsou různé biologické materiály, např. kultury 
mikroorganismů, buňky z tkáňových kultur, tělní tekutiny. Po extrakci DNA z těchto 
materiálů by měla být věnována pozornost možným nečistotám, které mohou inhibovat 
činnost DNA polymerázy. Mezi ně patří některé detergenty (SDS), EDTA, vysoké 
koncentrace solí a negativně působí i vysoká koncentrace DNA. PCR reakce se vykazuje 
vysokou citlivostí, a proto je potřebné pouze malé množství templátové DNA. Metodou 
RT-PCR lze amplifikovat i specifické sekvence RNA. [36, 43] 
2.4.2.4 Deoxyribonukleotidtrifosfáty (dNTP) 
Deoxyribonukleotidy jsou stavebními kameny pro syntézu nových řetězců DNA 
podle templátu. Všechny čtyři dNTP (dATP, dCTP, dGTP a dTTP) se přidávají 
v ekvimolárním množství. Jejich koncentrace v reakční směsi, která se na počátku obvykle 
pohybuje od 20 do 200 μM, je optimální pro úspěšnou amplifikaci. Optimální koncentrace 
dNTP je ovlivněna koncentrací  Mg2+, složením i délkou požadovaného produktu. Obecně je 
známo, že při nižších koncentracích se zvyšuje přesnost DNA polymerázy, vyšší koncentrace 
naopak mohou působit inhibičně. [41, 45]  
2.4.2.5 Reakční pufr a Mg2+  
Reakční pufr zajišťuje optimální prostředí pro průběh reakce a jeho složení je závislé 
na použití dané DNA polymerázy. Standardní reakční pufr obsahuje především KCl,  
Tris-HCl a jeho pH se pohybuje v rozmezí 8,3 – 8,4. Pro PCR reakci jsou rovněž nezbytné 
Mg2+, které slouží jako kofaktor DNA polymerázy. Tyto ionty dále tvoří komplex i s primery, 
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templátem, PCR produkty a především s dNTP. Obecně příliš nízká koncentrace Mg2+ povede 
k nízkému výtěžku a příliš vysoká k tvorbě nespecifických produktů. Nejčastěji bývá 
koncentrace v rozmezí 0,5 – 5 mM. [41, 45, 46] 
2.4.3 Faktory ovlivňující PCR 
Pro optimální průběh reakce je nutný zejména vhodný výběr primerů, správné nastavení 
reakční teploty a času, aktivita DNA polymerázy a optimální koncentrace Mg2+.  
PCR reakce může být negativně ovlivněna přítomností některých inhibičních látek. 
Inhibitory PCR mohou snižovat citlivost detekce nebo mohou způsobovat částečné nebo 
úplné selhání reakce. Inhibice může probíhat různými způsoby. Obvykle se jedná o inhibitory, 
které přímo reagují s templátovou DNA a tím zabraňují nasednutí primerů, inhibitory 
způsobující degradaci templátové DNA nebo ovlivňující stabilitu a enzymatickou aktivitu 
DNA polymerázy. Inaktivace DNA polymerázy může být způsobena například 
proteolytickými enzymy nebo denaturačními činidly (např. fenolové sloučeniny). 
Vzhledem k tomu, že PCR reakce se vyznačuje vysokou citlivostí, kontaminace i jedinou 
molekulou DNA z okolního prostředí nebo reagencií, může vést k falešně pozitivním 
výsledkům. Příčinou falešně negativních výsledků může být nedostatečná optimalizace 
teploty pro nasednutí primerů na templátovou DNA. [47, 48] 
2.4.4 Elektroforetická detekce PCR produktů 
Elektroforéza patří k nejpoužívanějším separačním technikám při izolaci a analýze 
nukleových kyselin. Principem elektroforetické separace je pohyb nabitých molekul a částic 
v elektrickém poli k opačně nabité elektrodě. Hlavním nositelem náboje nukleových kyselin 
jsou negativně nabité fosfátové skupiny, a proto po umístění do elektrického pole migrují 
nukleové kyseliny směrem k anodě. [36, 49] 
Rychlost migrace molekul je závislá na dvou faktorech, na tvaru molekuly a na poměru 
jejího náboje k molekulové hmotnosti. Vzhledem k tomu, že většina DNA molekul má stejný 
tvar a velice podobný poměr náboje k molekulové hmotnosti, standardní elektroforézou 
fragmenty DNA o různé velikosti separovat nelze. K optimálnímu rozdělení nedochází tedy 
přímo v roztoku, ale ve vhodném nosiči, kterým bývá obvykle gel. Gelová elektroforéza 
(obr. 11) od sebe odděluje molekuly DNA na základě jejich velikosti. [35, 36, 39] 
Obr. 11: Schéma horizontální agarózové gelové elektroforézy. [67]  
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Elektroforetické gely jsou nejčastěji tvořeny polyakrylamidem nebo agarózou, které 
vytvářejí složitou síťovou strukturu polymerních molekul s póry. Velikost pórů v gelu je dána 
složením roztoku a koncentrací polymeru. Molekuly s delšími řetězci se pohybují póry v gelu 
pomaleji než molekuly kratší. Velikost molekuly DNA, po proběhnutí elektroforetické 
separace při vhodně zvoleném napětí elektrického pole, lze stanovit srovnáním s fragmenty 
DNA o známé velikosti, které se označují jako standardy velikosti resp. hmotnostní 
standardy. [35, 36, 37] 
2.4.4.1 Agarózová gelová elektroforéza 
Agaróza je lineární polysacharid izolovaný z mořských řas. Jedná se o kopolymer tvořený 
-D-galaktopyranózou a 3,6-anhydro--L-galaktopyranózou, které jsou spojeny 
glykozidovými vazbami (obr.12). [36, 37] 
Agarózový gel se připravuje rozpuštěním polymeru ve vroucí vodě a následným 
ochlazením na laboratorní teplotu. Struktura gelu je udržována přítomností vodíkových vazeb. 
Velikost pórů gelu je závislá na koncentraci agarózy. Pro rozdělení kratších fragmentů DNA 
se využívají koncentrovanější gely (např. 4% gel umožnuje rozlišení fragmentů 
o délce 200 bp). Delší úseky o velikosti nad 1000 bp lze separovat pomocí 0,5 – 1% agarózy. 
Polyakrylamidové gely se obecně používají pro separaci menších molekul. [36, 37, 49, 50] 
Obr. 12: Struktura agarózy. [68] 
  
2.4.4.2 Vizualizace molekul DNA 
Pro identifikaci polohy separovaných molekul na gelu je nutné molekuly DNA zviditelnit 
obarvením vhodným barvivem. Pro tyto účely se běžně používá etidiumbromid, který se váže 
mezi vlákna DNA. Komplex DNA-EtBr po ozáření ultrafialovým světlem červeno-oranžově 
fluoreskuje. Vzhledem k tomu, že byly prokázány mutagenní účinky etidiumbromidu, je 
nutné při jeho používání dodržovat správné bezpečností zásady. [36, 37, 41]  
K vizualizaci molekul DNA lze využít rovněž barvivo SYBR Green nebo radioaktivní 
značení nukleových kyselin. [39, 49] 
2.5 Varianty a modifikace PCR využívané pro identifikaci kvasinek 
Polymerázová řetězová reakce se pro svou vysokou citlivost a rychlost provedení 
s výhodou používá pro detekci a identifikaci mikroorganismů. Metody založené na PCR 
reakci jsou upraveny podle toho, zda je potřeba amplifikovat templáty s nízkým počtem kopií, 
detekovat sekvenční polymorfismy, provádět molekulární identifikaci nebo typizaci 
organismů nebo modifikovat sekvence nukleových kyselin. Jednotlivé metody se navzájem 
liší použitím specifických sekvencí primerů, přísností podmínek pro amplifikaci, způsobů 
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detekce PCR produktů a použitím dalších enzymatických reakcí kromě amplifikace 
DNA polymerázou. Pro identifikaci kvasinek se nejčastěji využívají následující metody. 
[33, 36, 51] 
 
RAPD (náhodná amplifikace polymorfní DNA) je metoda založená na amplifikaci 
genomové DNA metodou PCR s využitím krátkých primerů (nejčastěji o délce 10 nukleotidů) 
arbitrární sekvence. V průběhu amplifikace dochází k hybridizaci primeru 
s komplementárními sekvencemi (při teplotě 37 °C), které jsou náhodně rozloženy v genomu 
templátové DNA. Výsledkem je skupina amplifikovaných fragmentů o různé délce 
a množství, které se rozdělí pomocí gelové elektroforézy a vytvoří elektroforetický obraz 
charakteristický pro daný genom (tzv. fingerprint genomu). [51, 52]  
Tato metoda je vhodná pro typizaci a identifikaci kvasinek v rámci druhů. Nevýhodou je 
nízká reprodukovatelnost výsledků a odlišnost výsledků z různých laboratoří, zejména daná 
teplotním profilem amplifikační reakce. [52, 53] 
 
PCR-fingerprinting  je metoda pro identifikaci kvasinek na úrovni druhů, která využívá 
primery specifické pro jednoduché repetitivní DNA sekvence označované jako mikrosatelity. 
Nejčastěji se používají primery (GAC)5, (GTG)5 a M13 fág (GAGGGTGGCGGTTCT). 
Annealing primerů probíhá při teplotě 55 °C, a proto tato metoda vykazuje vyšší 
reprodukovatelnost než RAPD a umožňuje snadnější tvorbu databází. [51, 52, 53] 
 
AFLP (délkový polymorfismus amplifikovaných fragmentů) je technika na bázi DNA 
fingerprintingu, která nevyžaduje znalosti o struktuře genomu. Jde o selektivní amplifikaci 
restrikčních fragmentů, které byly získány digescí genomové DNA s použitím restrikčních 
endonukleáz. Nejprve tedy dochází k rozštěpení genomové DNA nejčastěji dvěma 
restrikčními endonukleázami, z nichž jedna mívá zpravidla méně cílových míst. V dalším 
kroku jsou k oběma koncím restrikčních fragmentů připojeny pomocí ligázy tzv. adaptory, 
krátké syntetické úseky dvouřetězcové DNA o známé sekvenci. Následuje tzv. preselektivní 
amplifikace, kdy PCR reakce probíhá s dvojicí primerů, které mají sekvenci komplementární 
k sekvenci adaptorů a obsahují i jeden selektivní (náhodně zvolený) nukleotid a přesahují tak 
"dovnitř" studovaného fragmentu. Počet amplifikovaných fragmentů se tak omezí pouze 
na ty, které mají na příslušném místě komplementární bázi. Pro další redukci počtu fragmentů 
se provádí selektivní amplifikace, při které se používají obvykle primery se třemi selektivními 
nukleotidy. Tímto způsobem dochází k selektivnímu výběru pouze malé části z velkého počtu 
fragmentů vytvořených štěpením genomové DNA. Jeden z primerů pro selektivní amplifikaci 
bývá fluorescenčně značený a separace fragmentů probíhá na automatickém sekvenátoru. 
Vyhodnocení lze provést ale i klasicky pomocí gelové elektroforézy. Metoda poskytuje 
vysoké rozlišení a dobrou reprodukovatelnost. [36, 54] 
2.5.1 PCR-RFLP 
Pro identifikaci kvasinek účastnících se procesu kvašení vinného moštu byla použita 
metoda PCR-RFLP (polymorfismus délky restrikčních fragmentů PCR produktů). Je to 
modifikace standardní PCR používaná pro typizaci cílové sekvence, obvykle určitého genu, 
obsahujícího sekvenční polymorfismus. Polymorfismus dané sekvence může být využit 
k odlišení jednotlivců v populaci. [36, 55]  
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Vlastní postup se skládá z PCR amplifikace určitého úseku DNA a následného štěpení 
tohoto amplikonu různými restrikčními endonukleázami. V závislosti na volbě primerů může 
být provedena analýza jakéhokoliv genu. Primery se připojují ke koncovým konzervovaným 
oblastem vybraného úseku DNA. Výsledkem amplifikace jsou PCR produkty o stejné délce, 
které se detekují elektroforeticky. V dalším kroku dochází ke štěpení PCR produktu restrikční 
endonukleázou a vznikají různě dlouhé fragmenty. Počet i délka fragmentů je pro daného 
jedince specifická. Odlišnosti v DNA mezi jednotlivci mohou být tedy identifikovány 
na základě polymorfismu délky štěpných úseků. Tento polymorfismus vzniká na základě 
přítomnosti nebo nepřítomnosti rozpoznávacích a štěpných míst. Obecně restrikční 
endonukleázy, které rozpoznávají kratší sekvenci, štěpí DNA častěji na menší úseky, zatímco 
restrikční endonukleázy rozpoznávající delší sekvenci štěpí méně často a na delší fragmenty. 
Produkty restrikčního štěpení jsou analyzovány elektroforézou v agarózovém 
či polyakrylamidovém gelu. [36, 51, 56] 
Metoda PCR-RFLP je běžně využívána k rozlišení druhů a kmenů kvasinek. 
Pro identifikaci kvasinek se využívá amplifikace oblasti 5,8S-ITS rDNA (obr. 13). Výhodou 
oblastí ribozomální DNA je minimální vnitrodruhový polymorfismus a naopak vysoká 
mezidruhová variabilita. Gen pro 5,8S rRNA vykazuje větší mezidruhové rozdíly než geny 
pro 18S rRNA a 26S rRNA, proto se s výhodou používá pro odlišení jednotlivých druhů 
vinných kvasinek. Oblast 5,8S-ITS se skládá z genu kódujícího 5,8S rRNA a spacerů ITS 
(Internal Transcribed Spacers), což jsou nekódující, vysoce variabilní úseky, které oddělují 
geny kódující ribosomální rRNA. Amplifikace oblasti 5,8S-ITS se provádí s použitím 
specifických primerů ITS1 a ITS4 a získané amplikony jsou následně štěpeny vybranými 
restrikčními endonukleázami. [23, 33, 51, 57] 
Obr. 13: Schématické znázornění ITS oblasti mezi 18S a 26S rDNA. [69] 
 
2.5.1.1 Restrikční endonukleázy 
Restrikční endonukleázy jsou enzymy, které se specificky vážou na dvouřetězovou DNA 
a štěpí ji ve specifických místech. Jedná se o hydrolytické štěpení fosfodiesterové vazby obou 
řetězců dvoušroubovice DNA, jehož produktem jsou úseky DNA o definované délce 
označované jako restrikční fragmenty. Různé druhy bakterií produkují různé restrikční 
endonukleázy, které jim slouží jako ochrana proti cizorodé DNA. Vlastní DNA těchto bakterií 
je v cílových místech chráněna proti štěpení metylací vybraných nukleotidů a cizorodá DNA, 
která většinou metylována není, je degradována. Názvy restrikčních endonukleáz jsou 
odvozeny z počátečního písmene rodového a prvních dvou písmen druhového jména 
organismu, z něhož byly izolovány. Pokud určitý kmen produkuje dvě nebo více různých 
restrikčních endonukleáz, odlišují se od sebe navzájem římskými číslicemi. [36, 39, 58, 59] 
Restrikční endonukleázy II. typu, které se využívají pro analýzu genetického materiálu, 
štěpí DNA přímo uvnitř nebo v těsné blízkosti rozpoznávací sekvence. Tyto enzymy pro svou 
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katalyticku aktivitu nevyžadují ATP, ale pouze přítomnost Mg2+. Rozpoznávají krátké, 
obvykle oboustranně symetrické sekvence (palindrom) o délce 4 – 8 nukleotidů na molekule 
DNA v místě, kde rovněž štěpí. [58, 59, 60]  
V současné době je známo více jak 3500 restrikčních endonukleáz II. typu 
rozpoznávajících zhruba 160 různých sekvencí. V tabulce č. 1 jsou uvedeny restrikční 
endonukleázy, které byly použity v experimentální části této práce pro restrikční analýzu. [36]   
 
Tab. 1: Příklady restrikčních endonukleáz II. typu. [61] 
Označení enzymu Producent enzymu Rozpoznávací místo na sekvenci DNA
HaeIII Haemophilus aegypticus 5‘…GG↓CC…3‘ 3‘…CC↑GG…5‘ 
HinfI Haemophilus influenzae 5‘…G↓ANTC…3‘ 3‘…CTNA↑G…5‘ 
TaqaΙ Thermus aquaticus 5‘…T↓CGA…3‘ 3‘…AGC↑T…5‘ 
AluI  Arthrobacter luteus 5‘…AG↓CT…3‘ 3‘…TC↑GA…5‘ 
MseI  Micrococcus species 5‘…T↓TAA…3‘ 3‘…AAT↑T…5‘ 
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3 EXPERIMENTÁLNÍ ČÁST 
3.1 Suroviny 
Bobule a listy révy vinné, půda z vinice a vinný mošt byly výchozími surovinami, 
ze kterých byly izolovány čisté kultury kvasinek. Poskytovatelem těchto vzorků bylo 
Vinařství Holánek, které sídlí v obci Ivaň v mikulovské vinařské podoblasti. Vzorky 
pocházely z integrované a ekologické produkce. Vybrána byla modrá odrůda révy vinné 
Rulandské modré. V rámci této diplomové práce byly zpracovány pouze kvasinky izolované 
z vinného moštu, který byl získán lisováním hroznů pocházejících z integrované vinice. 
Typové kvasinky pochází ze sbírky kvasinek CCY uložené na Chemickém ústavu SAV 
v Bratislavě. 
3.2 Chemikálie 
 Sladina (pivovar Brno) 
 Agar (HiMedia Laboratories, Indie) 
 Komerční sada UltraCleanTM Microbial DNA Isolation Kit (Elizabeth 
Pharmacon s.r.o., ČR) 
 Taq DNA polymeráza (KAPA BIOSYSTEMS, USA) 
 10x Taq DNA pufr (KAPA BIOSYSTEMS, USA) 
 dNTP mix (Invitek, Německo) 
 Primery (ITS1 a ITS4) (Invitek, Německo) 
 Restrikční endonukleázy: HaeIII, HinfI, TaqaΙ, AluI, MseI (Fermentas, Litva) 
 Agaróza (SERVA, Německo) 
 Ethidium bromid (SERVA, Německo) 
 Nanášecí pufr Loading Buffer (Fermentas, Litva) 
 Délkový standard 100 bp (BioLabs, New England) 
 Délkový standard 20 bp (TaKaRa Bio, Japonsko) 
 Hydroxid sodný (Lach-Ner s.r.o., Neratovice) 
 Octan sodný (Lach-Ner s.r.o., Neratovice) 
 Kyselina chlorovodíková (Lach-Ner s.r.o., Neratovice) 
 Uhličitan sodný (Lachema, Brno) 
 Kyselina boritá (Mach-chemikálie s.r.o., Ostrava) 
 Kyselina ethylendiamintetraoctová EDTA (Sigma-Aldrich, Německo) 
 Tris(hydroxymethyl)aminomethan C4H11NO3 (SERVA, Německo) 
 Parafínový olej (Penta, Praha) 
 Streptomycin sulphate (HiMedia Laboratories, Indie) 
 Kyselina propionová 
 Ethanol (Lach-Ner s.r.o., Neratovice) 
 Sterilní a deionizovaná voda 
3.3 Přístroje a pomůcky 
 Termostat IP 100-U LTE SCIENTIFIC (Velká Británie) 
 Sterilní box pro mikrobiologickou práci AURA mini (Bioair instruments, Itálie) 
 Centrifuga eppendorf 5417 R (Eppendorf AG, Německo) 
 Minicentrifuga National LABNET C – 1200 (Biotech s.r.o., ČR) 
 Transluminátor (Ultra Lum. INC, USA) 
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 NanoPhotometerTM UV/Vis (Implen GmbH, Mnichov, Německo) 
 Termocyklér PTC-100TM (MJ Research, Inc, USA) 
 Vortex-Genie 2, MO Bio (Biotech s.r.o., ČR) 
 Vortex LABNET VX 100 (Biotech s.r.o., ČR) 
 Elektroforetické vany (Owl separation systeme, model - B2) (Biotech s.r.o., ČR) 
 Zdroj napětí - SAVANT PS 250 (Biotech s.r.o., ČR) 
 Zdroj napětí - Major Science MP-500P (Biotech s.r.o., ČR) 
 Analytické váhy (A&D, Instruments LTD, Japonsko) 
 Předvážky EK-600 H (A&D, Instruments LTD, Japonsko) 
 Mikrovlnná trouba ETA 1195 (ČR) 
 Software Scion Image (Biotech s.r.o., ČR) 
 Software BioNumerics (Applied Maths, USA) 
 Lednice a mrazák pro uchování chemikálií a vzorků DNA 
 Exikátor 
 Vodní vývěva 
 Mikropipety Biohit (Biotech s.r.o., ČR) 
 Mikroskop 
 Mikrozkumavky Eppendorf 
 Mikrofiltr 
 Parafilm (American Nacional CanTM, USA) 
 Laboratorní sklo 
 Büchnerova nálevka 
 Plastové Petriho misky 
 Bakteriologická klička 
 Stojany na zkumavky 
 Zkumavky 
 Buničitá vata 
 Kahan 
3.4 Příprava roztoků a kultivačních médií 
3.4.1 Příprava kultivačního média 
Kultivace kvasinek probíhala na sladinovém agaru, který byl připraven následujícím 
způsobem. Do Erlenmayerové baňky bylo nalito 200 ml sladiny získané z pivovaru Starobrno. 
Roztok byl zředěn vodou na cukernatost 7 °ČNM a uhličitanem sodným bylo upraveno pH 
na 6,8. Dále byl přidán agar a vzniklá směs byla promíchána, přivedena k varu a po 20 min 
sterilizována v tlakovém hrnci. Po vychladnutí na 60 °C bylo přidáno antibiotikum (250 μg/l) 
zabraňující nežádoucímu růstu bakterií a kyselina propionová (0,25 ml/l) proti růstu plísní. 
Takto připravené kultivační médium bylo rozlito na Petriho misky a do zkumavek. Kvasinky 
byly kultivovány na sladinovém agaru v Petriho miskách a po izolaci čistých kultur byly 
pro dlouhodobé uchování použity šikmé agary ve zkumavkách, které byly po zaočkování 
čistou kulturou přelity parafínovým olejem. 
3.4.2 Příprava TBE pufru 
Nejprve byl připraven zásobní roztok 10×TBE pufr a z něj byly následně připraveny dva 
pracovní roztoky 1×TBE pufr a 1×TBE pufr s ethidium bromidem. 
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3.4.2.1 Příprava 10×TBE pufru 
Bylo naváženo 108 g Tris a 55 g kyseliny borité a tyto množství byly kvantitativně 
převedeny do odměrné baňky (1000 ml). Bylo přidáno 40 ml 0,5 M EDTA o pH 8, odměrná 
baňka byla doplněna destilovanou vodou po rysku a byl tak získán zásobní roztok. 
Na přípravu 0,5 M roztoku EDTA o pH 8 bylo 9,36 g EDTA kvantitativně převedeno 
do odměrné baňky (50 ml) a doplněno destilovanou vodou na daný objem. Na pH 8 byl roztok 
EDTA upraven 0,5% NaOH.  
3.4.2.2 Příprava 1×TBE pufru 
Do odměrné baňky (1000 ml) bylo převedeno 100 ml 10×TBE pufru a objem baňky byl 
doplněn destilovanou vodou. Takto byl připraven 1×TBE pufru, který byl následně použitý 
k přípravě agarózových gelů. 
3.4.2.3 Příprava 1×TBE pufru s ethidium bromidem 
Do odměrné baňky (1000 ml) bylo převedeno 100 ml 10×TBE pufru, objem baňky byl 
doplněn destilovanou vodou a následně bylo přidáno 100 μl ethidium bromidu. Získaný 
roztok byl použitý jako vodivostní pufr při elektroforetické separaci DNA fragmentů. 
3.4.3 Příprava ethidium bromidu 
Bylo naváženo 10 mg ethidium bromidu a rozpuštěno v 1 ml destilované vody 
v mikrozkumavce. Tímto byl získán roztok o koncentraci 10 mg/ml. Ethidium bromid byl 
použitý pro vizualizaci fragmentů DNA na gelu. 
3.4.4 Příprava 2% agarózového gelu 
Do Erlenmayerovy baňky byly naváženy 3 g agarózy a přidáno 150 ml 1×TBE pufru. 
Směs byla rozpuštěna zahříváním v mikrovlnné troubě, a to 3krát opakovaným zahříváním 
k varu až do vzniku čirého roztoku. Podle velikosti elektroforetické vany (tab. 2) bylo 
v odměrném válci odměřeno požadované množství částečně vychlazeného roztoku a k němu 
přidáno odpovídající množství ethidium bromidu.  
 
Tab. 2: Množství gelu a ethidium bromidu pro různé velikosti elektroforetických van. 
Elektroforetická vana Délka gelu  Množství gelu Množství EtBr 
Malá 11 cm 50 ml 5 μl 
Velká 13,8 cm 60 ml 6 μl 
 
Po důkladném promíchání následovalo nalití do elektroforetické vany a přidání hřebínků. 
Takto připravený gel byl ponechán 20 min při laboratorní teplotě a dále 20 min v ledničce 
za účelem ztuhnutí tohoto gelu. Následně byly z gelu vytaženy hřebínky, které sloužily 
k vytvoření jamek pro umístění jednotlivých vzorků. Takto byl připraven 2% agarózový gel, 
který byl dále použitý pro separaci PCR produktů a restrikčních fragmentů získaných 
restrikční analýzou. 
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3.4.5 Příprava délkových standardů 
3.4.5.1 Příprava délkového standardu 100 bp 
Délkový standard 100 bp byl připraven smícháním 10,9 μl sterilní vody, 2,5 μl nanášecího 
pufru a 1,6 μl roztoku délkového standardu 100 bp. 
3.4.5.2 Příprava délkového standardu 20 bp 
Délkový standard 20 bp byl připraven smícháním 2,5 μl sterilní vody, 1 μl nanášecího 
pufru a 2,5 μl roztoku délkového standardu 20 bp. 
3.4.6 Příprava 3 M octanového pufru 
2,46 g octanu sodného bylo rozpuštěno v destilované vodě a pomocí koncentrované 
kyseliny chlorovodíkové bylo pH upraveno na 5,5. Roztok byl převeden do odměrné baňky 
(10 ml) a doplněn destilovanou vodou po rysku. Připravený roztok používaný k přečištění 
PCR produktu byl uchován při 4 °C v lednici. 
3.4.7 Příprava 80% ethanolu 
Do mikrozkumavky (2 ml) bylo odpipetováno 1,6 ml 96% ethanolu a 0,32 ml destilované 
vody. Po důkladném promíchání na vortexu byl získaný 80% ethanol uchován při teplotě 
-20°C. K přečištění PCR produktu byl spolu  s 80% ethanolem používán i 96% ethanol. 
3.5 Pracovní postupy 
3.5.1 Odběry a zpracování vinného moštu 
Vzorky vinného moštu byly odebírány přímo z vinného sklepa vinaře p. Holánka, kde byl 
mošt uchován při teplotě 15 °C. Odběry byly zahájeny ihned po vylisování moštu. Jednotlivé 
dny odběrů vzorků jsou uvedeny v tabulce č. 3. Vinný mošt byl odebírán do předem 
vysterilizovaných zavařovacích sklenic a převážen v chladícím boxu. Zpracování moštu 
proběhlo vždy do 24 hod po odběru.  
 
Tab. 3: Jednotlivé odběry vinného moštu 
Číslo  
odběru
Datum 
odběru Kvašení 
1 11.10.2010 1. den 
2 13.10.2010 3. den 
3 15.10.2010 5. den 
4 18.10.2010 8. den 
5 20.10.2010 10. den 
6 22.10.2010 12. den 
7 25.10.2010 15. den 
8 29.10.2010 19. den 
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Ve sterilním boxu byla provedena filtrace moštu přes mikrobiální filtr uložený 
v Büchnerově nálevce. Pro urychlení filtrace byl použit podtlak vodní vývěvy. Po ukončení 
filtrace byl mikrobiální filtr přenesen na Petriho misku se sladinovým agarem obsahujícím 
antibiotikum a kyselinu propionovou pro potlačení růstu nežádoucí mikroflóry. Petriho misky 
byly uloženy do termostatu, kde probíhala kultivace po dobu 5 až 7 dní při 26 °C. 
3.5.2 Izolace kvasinek pomocí Kochovy zřeďovací metody 
Pro získání čisté kultury kvasinek ze směsné kultury byla použita Kochova zřeďovací 
metoda, která spočívá ve zřeďování suspenze buněk ve sterilní vodě s následnou izolací 
kvasinek roztěrem. 
Práce probíhala ve sterilním boxu. Z Petriho misky se směsnou kulturou kvasinek byly 
pomocí bakteriologické kličky odebrány 2 – 3 očka kultury, který byly převedeny 
do zkumavky s 10 ml sterilní vody. Po důkladném promíchání suspenze na vortexu bylo 
ze zkumavky odpipetováno 50 μl a převedeno do další zkumavky s 10 ml sterilní vody. Obsah 
zkumavky byl promíchán a následně z něj byl odebrán 1 ml, který byl převeden do poslední 
zkumavky s 9 ml sterilní vody. Po promíchání bylo z této zkumavky odpipetováno 30 μl. 
Tento objem byl přenesen na Petriho misku se sladinovým agarem a pomocí bakteriologické 
kličky byl proveden křížový roztěr (obr. 14). Petriho misky byly kultivovány v termostatu 
po dobu 3 – 5 dní při teplotě 26 °C. 
Po ukončení kultivace byly jednotlivé kolonie přeočkovány na nové Petriho misky tak, 
že každá kolonie byla rozetřena po celém povrchu sladinového agaru v Petriho misce. 
Následovala kultivace při 26 °C po dobu 2 – 3 dní. 
Tento celý postup byl opakován minimálně 6krát a výsledkem bylo získání čistých kultur 
kvasinek. Čisté kultury kvasinek byly přeočkovány na šikmý agar ve zkumavce, přelity 
parafínovým olejem a uchovány takto v chladničce při 7 °C. 
 
Obr. 14: Křížový roztěr. 
 37
3.5.3 Izolace DNA 
Izolace kvasinkové DNA byla provedena za použití komerčního setu UltraCleanTM 
Microbial DNA Isolation Kit. 
Do rozbíjecí mikrozkumavky bylo napipetováno 300 μl rozbíjecího pufru, v němž byly 
následně rozsuspendovány dvě očka kvasinkové kultury. Po přidání 50 μl roztoku MD1 byly 
mikrozkumavky řádně uzavřeny a vloženy v horizontální poloze do adaptéru k vortexu. 
Vortexování v horizontální poloze probíhalo 10 min při maximální rychlosti. Dále 
následovala centrifugace při 10 000 × g po dobu 30 s při pokojové teplotě. Supernatant byl 
odpipetován do čisté mikrozkumavky, bylo k němu přidáno 100 μl roztoku MD2, směs byla 
krátce promíchána na vortexu a poté inkubována při 4 °C po dobu 5 min. Po opětovné 
centrifugaci (1 min při 10 000×g) byl supernatant převeden do čisté mikrozkumavky, bylo 
k němu přidáno 900 μl roztoku MD3 a směs byla krátce zvortexována. Ze získaného roztoku 
bylo odpipetováno 700 μl, převedeno na kolonku v mikrozkumavce a byla provedena 
centrifugace (30 s při 10 000×g). Přefiltrovaný roztok byl odstraněn a na stejnou kolonku byl 
napipetován zbytek roztoku. Po centrifugaci (30 s při 10 000×g) byl opět odstraněn 
přefiltrovaný roztok a do kolonky bylo přidáno 300 μl roztoku MD4. Byla provedena 
centrifugace (30 s při 10 000×g), přefiltrovaný roztok byl odstraněn a následovala opětovná 
centrifugace (1 min při 10 000×g). Kolonka byla opatrně přenesena do nové mikrozkumavky 
a do středu bílé membrány uvnitř kolonky bylo napipetováno 50 μl roztoku MD5. Byla 
provedena poslední centrifugace, kolonka byla odstraněna a DNA v mikrozkumavce byla 
připravena pro další použití. Takto vyizolovaná DNA byla uchována při -20 °C. 
U náhodně vybraných vzorků byla orientačně změřena koncentrace DNA 
na spektrofotometru pro ověření účinnosti izolace. 
3.5.4 PCR reakce 
V průběhu PCR reakce byla amplifikována oblast 5,8S-ITS rDNA s pomocí primerů 
ITS1 a ITS4. Sekvence těchto primerů jsou v tabulce č.4. 
 
Tab. 4: Sekvence primerů ITS1 a ITS4 
Primer Sekvence 
ITS1 5´ TCCGTAGGTGAACCTGCGG 3´ 
ITS4 5´ TCCTCCGCTTATTGATATGC 3´ 
3.5.4.1 Příprava PCR směsi 
Příprava PCR směsi probíhala ve sterilním boxu. Komponenty reakční směsi byly 
pipetovány do mikrozkumavky v následujícím pořadí a objemu: 
 
 sterilní voda …........................ 125,4 μl 
 pufr ….......................................... 15 μl 
  dNTP mix ….................................. 3 μl  
  primer ITS1 …............................ 1,5 μl 
  primer ITS4 ….............................1,5 μl 
  templátová DNA …....................... 3 μl 
  Taq DNA polymeráza …............ 0,6 μl 
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Po přidání každé komponenty byla směs důkladně promíchána. Po přidání všech 
komponent byla vzniklá směs o objemu 150 μl promíchána na vortexu a vložena 
do připraveného termocykléru. 
Pro přípravu negativní kontroly byl použit stejný postup, ale místo templátové DNA byly 
k reakční směsi přidány 3 μl sterilní vody. 
3.5.4.2 Průběh PCR reakce 
PCR reakce probíhala v termocykléru (obr. 15) podle předem nastaveného programu 
označeného K1. Počáteční denaturace probíhala při teplotě 94 °C po dobu 4 min. Potom 
následovalo 25 cyklů, z nichž každý měl tři kroky: 
 1. Denaturace  (94 °C, 1 min) 
 2. Annealing  (48 °C, 30 s) 
 3. Elongace  (72 °C, 1 min) 
 
Konečná elongace neboli dokončení syntézy DNA probíhala při teplotě 72 °C po dobu 
10 min. Po ukončení programu byly vzorky uchovány při teplotě -20 °C. 
 
 
Obr. 15: Termocyklér [62] 
3.5.5 Elektroforetická detekce PCR produktů 
Nejprve byl připraven 2% agarózový gel (viz. kapitola 3.4.4). Připravený gel byl 
v elektroforetické vaně umístěn ve směru migrace vzorků (od katody k anodě) a následně byl 
přelit 1×TBE pufrem s ethidium bromidem. 
Na parafilmu bylo vždy smícháno 5 μl PCR produktu s 1 μl nanášecího pufru. Z této směsi 
bylo odpipetováno 5 μl a naneseno do jamky na gelu. Stejným způsobem byla na gel 
nanášena i negativní kontrola. Jako poslední byl na gel nanesen délkový standard 100 bp 
v množství 6 μl. Pořadí vzorků na gelu bylo vždy následující: délkový standard 100 bp, 
PCR produkty, negativní kontrola (NK), délkový standard 100 bp. 
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Po napipetování všech vzorků do jamek gelu byla elektroforetická vana zapojena ke zdroji 
napětí. Pro gel o délce 13,8 cm bylo zvoleno konstantní napětí 4,7 V/cm, pro gel délky 11 cm 
bylo napětí 5 V/cm. Elektroforetická separace fragmentů probíhala po dobu 4 hod. 
Po ukončení byly gely vloženy do transluminátoru, kde došlo k vizualizaci fragmentů DNA 
pomocí UV záření. Programem Scion Image byl gel vyfocen a snímek uložen 
pro vyhodnocení. 
3.5.6 Přečištění PCR produktu 
Pro restrikční analýzu bylo nutné PCR produkt přečistit následujícím způsobem. 
Do mikrozkumavky bylo napipetováno 20 μl PCR produktu, 2 μl octanového pufru 
a 60 μl 96% ethanolu. Vzniklá směs byla promíchána na vortexu a poté centrifugována 
při 4 °C, 15 000 otáčkách po dobu 30 min. Po dekantaci supernatantu bylo 
do mikrozkumavky přidáno 60 μl 80% ethanolu. Následně byla provedena centrifugace 
při stejných podmínkách. Supernatant byl dekantován a sediment v mikrozkumavce byl 
vysušen v exikátoru za účelem odstranění zbytku ethanolu. Takto přečištěný PCR produkt byl 
uchován při teplotě -20 °C. 
3.5.7 Restrikční analýza 
Restrikční analýza byla postupně provedena s pěti restrikčními endonukleázami: HaeIII, 
HinfI, TaqI, AluI a MseI. 
K přečištěnému PCR produktu byly pipetovány jednotlivé komponenty v následujícím 
pořadí: 
 sterilní voda …........................ ..13 μl 
 pufr ….......................................1,5 μl 
  enzym ….................................. 0,5 μl 
 
Pokud byla restrikční analýza prováděna s větším množstvím vzorků, byla nejdříve z výše 
uvedených komponent (sterilní voda, pufr, enzym) připravena reakční směs o větším objemu, 
která byla důkladně promíchána na vortexu. Z této směsi bylo vždy odpipetováno 15 μl 
a přidáno do eppendorky s přečištěným PCR produktem. Práce probíhala ve sterilním boxu. 
Dalším krokem byla inkubace po dobu 16 hodin při teplotě 37 °C v termocykléru. Poté 
následovala inaktivace enzymu probíhající 20 minut. Teplota inaktivace pro jednotlivé  
enzymy je uvedena v tabulce č. 5. Po provedení inaktivace byly vzorky uchovány při teplotě 
-20 °C nebo byly rovnou podrobeny elektroforetické separaci. 
 
Tab. 5: Restrikční endonukleázy a jejich inaktivační teploty. 
Restrikční 
endonukleáza
Inaktivační 
teplota (°C) 
HaeIII 80 
HinfI 80 
TaqaΙ 80 
AluI 65 
MseI 65 
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3.5.8 Elektroforetická detekce restrikčních fragmentů 
Produkty restrikční analýzy byly detekovány elektroforeticky na 2% agarózovém gelu 
obdobně jako PCR produkty (kapitola 3.5.5). Na gel byly vzorky nanášeny opět po smíchání 
s nanášecím pufrem, který slouží k zadržení vzorků v jamce. Místo negativní kontroly byla 
na gel vynášena pozitivní kontrola, tj. PCR produkty o délce shodující se s délkou 
PCR produktu, který byl podroben restrikční analýze. Nakonec byly na gel naneseny délkové 
standardy 100 bp a 20 bp v množství 6 μl. Pořadí na gelu bylo vždy následující: délkový 
standard 100 bp, produkty restrikční analýzy, délkový standard 100 bp, délkový standard 
20 bp, pozitivní kontrola (PK). Elektroforetická separace restrikčních fragmentů probíhala po 
dobu 2 hod při konstantní napětí 4,7 V/cm pro gel délky 13,8 cm nebo při 5 V/cm pro gel 
o délce 11 cm. Po ukončení elektroforézy byly fragmenty DNA na gelu vizualizovány pomocí 
UV záření v transluminátoru a obraz byl takto pomocí programu Scion Image vyfocen 
a uložen pro následné vyhodnocení. 
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4 VÝSLEDKY A DISKUZE 
4.1 Izolace čistých kultur kvasinek ze směsné kultury 
Celkem bylo provedeno osm odběrů vinného moštu v průběhu 19-ti dní. Během tohoto 
časového úseku prošel vinný mošt všemi třemi hlavními fázemi kvašení (počátek kvašení, 
bouřlivé kvašení a dokvašování). Fáze bouřlivého kvašení byla zaznamenána při 4. odběru, 
tedy osmý den po vylisování moštu. 
Vinný mošt z každého odběru byl filtrován přes mikrobiální filtr, na kterém byla 
zachycena aktuální mikroflóra vinného moštu. Kultivace probíhala na sladinovém agaru 
s antibiotikem a kyselinou propionovou, aby byl umožněn růst výhradně kvasinkám.  
Čisté kultury kvasinek byly ze směsné kultury vinného moštu získány pomocí Kochovy 
zřeďovací metody. Tato metoda byla provedena vždy nejméně šestkrát, u některých vzorků 
i vícekrát, aby byla získána opravdu čistá kultura kvasinek. Ověřování čistoty bylo prováděno 
na základě makroskopického i mikroskopického pozorování s využitím elektronového 
mikroskopu.  
Tato část práce byla časově velmi náročná, získání čistých kultur trvalo téměř tři měsíce.  
Výsledkem bylo získání 64 čistých kultur, které byly uchovány na šikmém agaru 
pod parafínovým olejem, označeny pracovními čísly a připraveny tak pro další práci. 
4.2 Izolace kvasinkové DNA 
DNA kvasinek byla vyizolována za použití komerčního setu UltraCleanTM Microbial DNA 
Isolation Kit. S použitím tohoto setu byla získána DNA v kvalitě vhodné pro PCR reakci. 
Koncentrace vyizolované DNA byla u vybraných vzorků měřena spektrofotometricky 
a pohybovala se v rozmezí 0,5 až 30 ng/μl. 
4.3 Amplifikace specifického úseku DNA kvasinek s využitím metody PCR 
Polymerázová řetězová reakce byla provedena s primery ITS1 a ITS4 ohraničujícími oblast 
5,8S-ITS rDNA, která byla v průběhu reakce amplifikována. K ověření výsledků amplifikace 
byla použita gelová elektroforéza. Separace na 2% agarózovém gelu probíhala 4 hodiny, aby 
byl délkový standard dostatečně rozdělen a délka jednotlivých fragmentů PCR produktů 
mohla být odečtena co nejpřesněji. Velikost PCR produktu byla ze získaného 
elektroforeogramu (ukázky na obr. 16 a 17) určena s využitím programu Bionumerics. 
V tabulce č. 6 jsou uvedeny velikosti PCR produktů jednotlivých vzorků. V příloze 1 se 
nacházejí další ukázky elektroforeogramů PCR produktů. 
Tab. 6: Velikosti amplifikovaných fragmentů po PCR u jednotlivých vzorků. 
Velikost PCR produktu (bp) Analyzované vzorky č. 
410 44, 45 
450 53, 59, 60, 63, 67, 70, 73, 75, 80, 81, 87, 89, 90, 91, 92, 97, 99, 101, 105, 106, 109, 121, 123, 131, 132, 147, 148 
480 114 
520 23, 64, 66, 72, 78, 95, 96, 112, 117, 120, 122, 124, 125, 126, 127, 129, 133, 134, 139, 149  
880 19, 20, 21, 22, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 43, 113, 115, 135 
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Obr. 16: Elektroforeogram PCR produktů po amplifikaci primery ITS1 a ITS4.  
Doba elektroforetické separace na 2% agarózovém gelu – 4 hodiny. 
(100 – délkový standard, NK -negativní kontrola) 
 
Obr. 17: Elektroforeogram PCR produktů po amplifikaci primery ITS1 a ITS4.  
Doba elektroforetické separace na 2% agarózovém gelu – 2 hodiny. 
(100 – délkový standard, NK -negativní kontrola) 
 
Amplifikací specifického úseku DNA byly získány PCR produkty o délce 410 bp, 450 bp, 
480 bp, 520 bp a 880 bp. U každého vzorku se vyskytoval pouze jeden fragment, což svědčí 
o tom, že se jedná o čisté kultury kvasinek. 
Získané PCR produkty byly dále přečištěny a podrobeny restrikční analýze. 
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4.4 Restrikční analýza PCR produktů 
PCR produkty byly přečištěny přesrážením ethanolem. Cílem tohoto přečištění bylo 
získání čisté DNA a odstranění složek PCR směsi, které by mohly působit inhibičně 
při restrikčním štěpení.  
Restrikční analýza byla postupně provedena s restrikčními endonukleázami HaeIII, HinfI, 
TaqI, AluI a MseI. Vzhledem k velkému množství vzorků jsou v této kapitole u každého 
enzymu uvedeny pouze ukázky některých elektroforeogramů, další ukázky se nachází 
v příloze 2. V tabulce jsou vždy uvedeny velikosti restrikčních fragmentů u všech vzorků. 
Identifikace vzorků je provedena na základě porovnání délek restrikčních fragmentů 
pro jednotlivé enzymy s délkami fragmentů u typových kvasinek.  
4.4.1 Restrikční analýza s restrikční endonukleázou HaeIII 
Jako první byla použita restrikční endonukleáza  HaeIII, která v sekvenci DNA rozpoznává 
a štěpí místo 5‘…GG↓CC…3‘.  
Výsledné délky fragmentů po štěpení enzymem HaeIII jsou uvedeny v tabulce č. 7. 
Vybrané elektroforeogramy jsou zobrazeny na obr. 18 a 19. 
 
Tab.7: Délky restrikčních fragmentů po štěpení PCR produktu enzymem HaeIII. 
Analyzované vzorky Velikost PCR produktu (bp) 
Délka restrikčních 
fragmentů (bp) 
19, 20, 21, 22, 24, 25, 26, 27, 28, 
29, 43, 113, 115, 135 880 310+240+170+130 
64, 72, 78, 95, 126, 127 520 400+100 
112, 122, 124, 125, 129, 133 520 400+100+50 
23, 66, 96,117, 120, 134, 139, 149 520 320+100+50 
114 480 400+100 
53, 59, 63, 67, 70, 73, 75, 80, 81, 
87, 89, 90, 91, 92, 97, 99, 101, 105, 
109, 121, 123, 131, 132, 147, 148 
450 300+80+50 
60 450 380+80 
106 450 380+80+50 
44, 45 410 neštěpeno 
 
Všechny PCR produkty o velikosti 880 bp byly shodně rozštěpeny na čtyři fragmenty 
o délkách 310 + 240 + 170 + 130 bp. Tyto fragmenty poskytují kvasinky rodu 
Saccharomyces, což bylo dokázáno v předchozích diplomových pracích [61, 62]. Tato 
skupina patřící do rodu Saccharomyces nebyla štěpena dalšími restriktázami, protože 
na úrovni druhů ji nelze takto dále rozdělit a identifikace byla provedena jinou metodou 
v rámci jiné diplomové práce. 
Vzorky s PCR produktem o velikosti 520 bp byly po digesci s HaeIII rozděleny do tří 
skupin. Jedna skupina byla rozštěpena na dva fragmenty délky 400 + 100 bp, druhá skupina 
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poskytovala tři fragmenty o délkách 400 + 100 + 50 bp, poslední skupina rovněž tři fragmenty 
délky 320 + 100 + 50 bp. 
U vzorku č. 114 byl PCR produkt o velikosti 480 bp rozštěpen na dva fragmenty 
o velikosti 400 + 100 bp. 
U kvasinek s PCR produktem o délce 450 bp byly u většiny vzorků štěpením získány tři 
fragmenty délky 300 + 80 + 50 bp. U vzorku č. 60 byly získány dva fragmenty délky 
380 + 80 bp, u vzorku č. 106 tři fragmenty délek 380 + 80 + 50 bp. 
Vzorky č. 44 a 45 nebyly rozštěpeny, neboť jejich PCR produkt neobsahuje cílovou 
sekvenci pro restrikční endonukleázu HaeIII. 
Porovnáním získaných restrikčních fragmentů s délkami restrikčních fragmentů typových 
kvasinek se vzorky č. 64, 72, 78, 95, 112, 122, 124, 125, 126, 127, 129, 133 podobají 
kvasince Issatchenkia orientalis a vzorky č. 60 a 106 kvasince Pichia kluyveri. Podobnost 
s typovou kvasinkou Pichia membranaefaciens jeví velká skupina analyzovaných vzorků 
č. 53, 59, 63, 67, 70, 73, 75, 80, 81, 87, 89, 90, 91, 92, 97, 99, 101, 105, 109, 121, 123, 131, 
132, 147, 148, jejichž PCR produkt délky 450 bp byl štěpen HaeIII na fragmenty délky 
300 + 80 + 50 bp. 
Obr. 18: Elektroforeogramy restrikčních fragmentů získaných digescí PCR produktu 
restrikční endonukleázou HaeIII. (100, 20 – délkové standardy, PK – pozitivní kontrola) 
 
 
Obr. 19: Elektroforeogramy restrikčních fragmentů získaných digescí PCR produktu 
restrikční endonukleázou HaeIII. (100, 20 – délkové standardy, PK – pozitivní kontrola) 
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4.4.2 Restrikční analýza s restrikční endonukleázou HinfI 
Restrikční endonukleáza HinfI na sekvenci DNA rozpoznává a štěpí místo 
5‘...G↓ANTC...3‘. Výsledky štěpení tímto enzymem jsou uvedeny v tabulce č. 8 a některé 
ukázky štěpení jsou znázorněny na obr. 20. 
 
Tab.8: Délky restrikčních fragmentů po štěpení PCR produktu enzymem HinfI. 
Analyzované vzorky Velikost PCR produktu (bp)
Délka restrikčních 
fragmentů (bp) 
72, 78, 112, 122, 124, 125, 
127, 129, 133 520 220+150+50 
64, 95, 126 520 220+150 
23, 66, 96,117, 120, 139, 149 520 290+200+50 
134 520 290+200 
114 480 250+200+50 
89, 91 450 250+200+50 
92, 121, 123 450 250+200 
63, 67, 70, 73, 75, 80, 81, 87,  
90, 97, 99, 101, 105, 109, 
131, 132, 147, 148 
450 250+100+50 
53, 59 450 250+100 
60, 106 450 250+200+50 
44 410 210+200+50 
45 410 210+200 
 
Vzorky s PCR produktem o velikosti 520 bp byly rozštěpeny pomocí enzymu HinfI na dva 
fragmenty o délkách 220 + 150 bp nebo 290 + 200 bp. U některých vzorků byl navíc 
zaznamenán i fragment 50 bp. Vzorky č. 64, 72, 78, 95, 112, 122, 124, 125, 126, 127, 129, 
133 se po srovnání s databází typových kvasinek podobají kvasince Issatchenkia orientalis. 
Jediný vzorek s velikostí PCR produktu 480 bp byl rozštěpen na tři fragmenty 
250 + 200 + 50 bp.  
Vzorky č. 44 a 45 poskytovaly po štěpení s HinfI  dva fragmenty o velikosti 210 + 200 bp, 
u vzorku č. 44 byl zaznamenán i fragment 50 bp. 
PCR produkt o délce 450 bp byl rozštěpen u vzorků č. 89 a 91 na tři fragmenty délky 
250 + 200 + 50 bp, vzorky č. 92, 121 a 123 pouze na dva fragmenty 250 + 200 bp. Výsledky 
štěpení u těchto vzorků odpovídaly stejně jako u enzymu HaeIII typové kvasince Pichia 
membranaefaciens. 
Další vzorky s PCR produktem délky 450 bp byly rozštěpeny na fragmenty 250 + 100 bp, 
250 + 100 + 50 bp nebo 250 + 200 + 50 bp. Po porovnání s typovými kvasinkami se potvrzuje 
podobnost vzorků č. 60 a 106 s  kvasinkou Pichia kluyveri. 
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Obr. 20: Elektroforeogram restrikčních fragmentů získaných digescí PCR produktu restrikční 
endonukleázou HinfI. (100, 20 – délkové standardy, PK – pozitivní kontrola) 
4.4.3 Restrikční analýza s restrikční endonukleázou TaqaΙ 
Jako další enzym byla zvolena restrikční endonukleáza TaqaΙ, která rozpoznává a štěpí 
místo 5‘…T↓CGA…3‘. Výsledky štěpení s využitím tohoto enzymu jsou uvedeny v tabulce 
č. 9. Ukázky elektroforeogramů po štěpení PCR produktu endonukleázou TaqaΙ jsou 
na obr. 21. 
 
Tab.9: Délky restrikčních fragmentů po štěpení PCR produktu enzymem TaqaΙ. 
Analyzované vzorky Velikost PCR produktu (bp) 
Délka restrikčních 
fragmentů (bp) 
64, 72, 78, 95, 112, 122, 124, 125, 126, 
127, 129, 133 520 250+110+80 
23, 66, 96, 117, 120, 134, 139, 149 520 220+160+60 
114 480 200+100+60 
89, 91, 92, 121, 123 450 200+160+60 
53, 59, 63, 67, 70, 73, 75, 80, 81, 87,  90, 
97, 99, 101, 105, 109, 131, 132, 147, 148 450 200+160+60 
60, 106 450 150+110+80 
44, 45 410 280+150 
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Obr. 21: Elektroforeogram restrikčních fragmentů získaných digescí PCR produktu restrikční 
endonukleázou TaqaΙ. (100, 20 – délkové standardy, PK – pozitivní kontrola) 
 
Z elektroforeogramu (obr. 21) je patrné, že vzorky č. 44 a 45 byly rozštěpeny na dva 
fragmenty o velikosti 280 + 150 bp.  
Vzorek č. 114 poskytoval fragmenty o délce 200 + 100 + 60 bp. 
PCR produkty o velikosti 520 bp byly tímto enzymem rozštěpeny na fragmenty délek 
250 + 110 + 80 bp nebo 220 + 160 + 60 bp. 
U vzorků č. 60 a 106 byla potvrzena podobnost s typovou kvasinkou Pichia kluyveri. 
V tomto případě byly po restrikční analýze získány fragmenty 150 + 110 + 80 bp . 
Ostatní velká skupina vzorků s PCR produktem o velikosti 450 bp byla shodně rozštěpena 
na fragmenty o délce 200 + 160 + 60 bp. Délky restrikčních fragmentů těchto kvasinek 
se opět podobají typové kvasince druhu Pichia membranaefaciens. 
4.4.4 Dendrogram kvasinek po restrikční analýze s HaeIII, HinfI, TaqI 
Na základě výsledků restrikční analýzy, která byla postupně provedena s endonukleázami 
HaeIII, HinfI a TaqI, byl pomocí programu BioNumerics vytvořen dendrogram. Dendrogram 
znázorňující genetickou podobnost izolovaných vinných kvasinek byl sestaven na základě 
UPGMA klastrové analýzy. Jako kritérium byly zvoleny Jaccardovy koeficienty podobnosti 
na úrovni 5 %. 
Z dendrogramu (obr. 22) je patrné, že kvasinky izolované z vinného moštu byly podle 
genetické podobnosti rozděleny do sedmi skupin (klastrů).  
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Obr. 22: Dendrogram genetické podobnosti kvasinek izolovaných z vinného moštu sestavený 
po restrikční analýze s endonukleázami HaeIII, HinfI, TaqI. 
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Můžeme říct, že vzorky, jejichž podobnost se pohybuje na úrovni 100 %, lze považovat 
za jeden typ kvasinky, která byla vyizolována vícekrát během procesu přečišťování. 
Z dendrogramu je tedy zřejmé, že z vinného moštu bylo izolováno 18 různých kvasinek. Tyto 
kvasinky se od sebe mohou lišit na úrovni rodů, druhů, nebo v případě vysoké úrovně 
podobnosti pouze na úrovni kmene. 
Vzorky s PCR produktem délky 520 bp byly rozděleny do dvou skupin. Ve skupině č. 1 
byly identifikovány čtyři různé kvasinky, které nebyly taxonomicky zařazeny. Ve skupině č. 3 
byly identifikovány tři kvasinky. Protože nebyla nalezena stoprocentní podobnost s typovou 
kvasinkou Issatchenkia orientalis, byly tyto kvasinky zařazeny pouze rodově jako 
Issatchenkia sp. 
Taxonomicky nezařazeny zůstávají kvasinky, které byly podle klastrové analýzy zařazeny 
do skupin č. 2 a 4. 
Vzorky s PCR produktem o velikosti 450 bp byly zařazeny rodově jako Pichia sp. a byly 
rozděleny do tří skupin. Ve skupině č. 5 byla identifikována pouze jedna kvasinka, ve skupině 
č. 6 bylo identifikováno pět různých kvasinek a v poslední skupině dvě kvasinky. Některé 
kvasinky rodu Pichia byly zařazeny i na úrovni druhů, a to jako Pichia kluyveri nebo Pichia 
membranaefaciens. 
Z každé skupiny bylo z časových důvodů vybráno pouze několik vzorků, které byly 
následně podrobeny restrikční analýze s endonukleázami AluI a MseI k potvrzení výsledků, 
které byly získány analýzou genetické podobnosti se třemi endonukleázami. 
4.4.5 Restrikční analýza s restrikční endonukleázou AluI 
Restrikční endonukleáza AluI na sekvenci DNA rozpoznává a štěpí místo 
5‘…AG↓CT…3‘. Výsledné délky fragmentů po štěpení PCR produktu enzymem AluI jsou 
uvedeny v tabulce č. 10. Ukázky elektroforeogramů jsou na obr. 23 a 24. 
 
 
Obr. 23: Elektroforeogram restrikčních fragmentů získaných digescí PCR produktu restrikční 
endonukleázou AluI. (100, 20 – délkové standardy, PK – pozitivní kontrola) 
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Obr. 24: Elektroforeogram restrikčních fragmentů získaných digescí PCR produktu restrikční 
endonukleázou AluI. (100, 20 – délkové standardy, PK – pozitivní kontrola) 
 
Z elektroforeogramu (obr. 24) je zřejmé, že vzorky č. 134 a 66 patřící do 1. skupiny 
poskytovaly stejné restrikční fragmenty o délce 340 + 100 + 80 bp.  
U vzorku č. 114 byly po digesci s enzymem AluI získány tři fragmenty o velikosti 
300 + 100 + 80 bp. 
U všech čtyř vzorků 3. skupiny byl původní PCR produkt o velikosti 520 bp rozštěpen 
na fragmenty o délce 380 + 80 + 50 bp. 
PCR produkt u vzorků č. 44 a 45 byl rozštěpen shodně na tři fragmenty dlouhé 
280 + 80 + 50 bp. 
U vzorků skupiny č. 5 a 6 byly získány dva fragmenty o délce 390 + 60 bp. 
Vzorky č. 89, 91, 121 a 123, u kterých byly po digesci získány fragmenty délky 
320 + 90 + 60 bp, bylo možné po srovnání s typovými kvasinkami zařadit jako druh Pichia 
membranaefaciens. 
 
Tab.10: Délky restrikčních fragmentů po štěpení PCR produktu enzymem AluI. 
Označení Analyzované vzorky 
Velikost 
PCR produktu (bp) 
Délka restrikčních 
fragmentů (bp) 
Skupina 1 134, 66 520 340+100+80 
Skupina 2 114 480 300+100+80 
Skupina 3 72, 78, 95, 126 520 380+80+50 
Skupina 4 44, 45 410 280+80+50 
Skupina 5 60, 106 450 390+60 
Skupina 6 70, 73, 99, 101 450 390+60 
Skupina 7 89, 91, 121, 123 450 320+90+60 
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4.4.6 Restrikční analýza s restrikční endonukleázou MseI 
Jako poslední byla použita restrikční endonukleáza MseI, která rozpoznává a štěpí místo 
5‘…T↓TAA…3‘. Elektroforeogramy získané po digesci PCR produktu touto endonukleázou 
jsou na obr. 25 a 26. Výsledky restrikční analýzy jsou uvedeny v tabulce č. 11. 
 
Tab.11: Délky restrikčních fragmentů po štěpení PCR produktu enzymem MseI. 
Označení Analyzované vzorky 
Velikost 
PCR produktu (bp)
Délka restrikčních 
fragmentů (bp) 
Skupina 1 134, 66 520 450+50 
Skupina 2 114 480 290+150+50 
Skupina 3 72, 78, 95, 126 520 neštěpeno 
Skupina 4 44, 45 410 280+90 
60 450 280+110+70+50 
Skupina 5 
106 450 280+110+50 
70, 73, 101 450 380+350+50 
Skupina 6 
 99 450 400+350 
Skupina 7 89, 91, 121, 123 450 180+110+50+30 
 
 
 
 
 
Obr. 25: Elektroforeogram restrikčních fragmentů získaných digescí PCR produktu restrikční 
endonukleázou MseI. (100, 20 – délkové standardy, PK – pozitivní kontrola) 
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Obr. 26: Elektroforeogram restrikčních fragmentů získaných digescí PCR produktu restrikční 
endonukleázou MseI. (100, 20 – délkové standardy, PK – pozitivní kontrola) 
 
Z elektroforeogramu (viz obr. 26) je zřejmé, že u vzorků 3. skupiny nebyly nalezeny 
štěpná místa pro endonukleázu MseI. Po srovnání s databází typových kvasinek se jeví 
podobnost s kvasinkou Issatchenkia orientalis, u které se štěpná místa pro tento enzym rovněž 
nenacházejí. 
U obou vzorků 1. skupiny byly získány dva fragmenty délky 450 + 50 bp, u vzorků 
4. skupiny rovněž dva fragmenty o velikosti 280 + 90 bp. 
Po rozštěpení PCR produktu o velikosti 480 bp u vzorku č. 114 byly získány tři fragmenty 
o délce 290 + 150 + 50 bp. 
Vzorky 5. skupiny poskytovaly po digesci s enzymem MseI fragmenty o délce 
280 + 110 + 70 bp. U vzorku č. 60 byl navíc zaznamenán i fragment 50 bp. Po srovnání 
s typovými kvasinkami je možné opět konstatovat, že jedná o druh Pichia kluyveri. 
Vzorky č. 70, 73, 101 byly rozštěpeny na fragmenty o velikosti 380 + 350 + 50 bp. Vzorek 
č. 99, který byl rovněž zařazen do 6. skupiny, byl štěpen odlišně a výsledkem štěpení byly dva 
fragmenty o délce 400 + 350 bp. 
Poslední 7. skupina byla tímto enzymem štěpena na fragmenty délky 
180 + 110 + 50 + 30 bp a po srovnání s typovými kvasinkami bylo potvrzeno, že se jedná 
o druh Pichia membranaefaciens. 
4.4.7 Vyhodnocení restrikční analýzy enzymy HaeIII, HinfI, TaqI, AluI a MseI 
Pro vzorky, se kterými byly provedeny analýzy se všemi pěti enzymy, byl 
vytvořen dendrogram jejich genetické podobnosti Tento dendrogram (obr. 27) potvrzuje 
předchozí zařazení kvasinek do sedmi skupin.  
Pouze v rámci skupin byly v některých případech nalezeny rozdíly. Příkladem je vzorek 
č. 99, který byl enzymem MseI rozštěpen na fragmenty odlišné délky než ostatní zástupci 
6. skupiny. Podobnost vzorku č. 99 se vzorkem č. 101 se po restrikční analýze s enzymy 
HaeIII, HinfI a TaqI  pohybovala na úrovni 100 %, z dendrogramu doplněného o výsledky 
štěpení s AluI a MseI lze vyčíst, že se úroveň podobnosti snížila na 78 %. Pak je možné, že se 
jedná o kvasinky stejného druhu, ale jiného kmene. 
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Obr. 27: Dendrogram genetické podobnosti kvasinek izolovaných z vinného moštu sestavený  
po restrikční analýze s endonukleázami HaeIII, HinfI, TaqI, AluI a MseI. 
4.5 Celkové zhodnocení výsledků restrikční analýzy 
Identifikace a taxonomické zařazení kvasinek izolovaných z vinného moštu byly 
provedeny na základě porovnání délek restrikčních fragmentů pro jednotlivé enzymy 
s délkami fragmentů u typových kvasinek. Pro srovnání byly použity typové kvasinky 
pocházející ze sbírky kvasinek CCY, které byly zpracovány již dříve [61, 62]. 
Vzorky č. 19, 20, 21, 22, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 43, 113, 115, 135 s velikostí PCR produktu 
880 bp byly po restrikční analýze s enzymem HaeIII zařazeny jako rod Saccharomyces. 
Vzorky č. 23, 66, 96, 117, 120, 134, 139, 149, které byly součástí 1. skupiny, nebylo 
možné taxonomicky zařadit, protože pro tyto vzorky nebyla v databázi nalezena žádná 
odpovídající typová kvasinka. Stejně tak se nepodařilo zařadit ani vzorek č. 114, který byl 
jediným zástupcem 2. skupiny. 
Po porovnání s typovými kvasinkami byly vzorky č. 64, 72, 78, 95, 112, 122, 124, 125, 
126, 127, 129, 133 patřící do 3. skupiny zařazeny jako rod Issatchenkia. 
Databáze typových kvasinek doposud neobsahuje kvasinky s PCR produktem o velikosti 
410 bp, a proto vzorky č. 44 a 45 nebylo možné tímto způsobem taxonomicky zařadit. 
Po porovnání s typovými kvasinkami byly vzorky č. 60 a 106 zařazeny druhově jako 
Pichia kluyveri. 
Vzorky 6. skupiny č. 53, 59, 63, 67, 70, 73, 75, 80, 81, 87,  90, 97, 99, 101, 105, 109, 131, 
132, 147, 148 byly zařazeny jako rod Pichia. 
Vzorky č. 89, 91, 92, 121, 123, které patřily do 7. skupiny, byly na základě porovnání 
s typovými kvasinkami zařazeny na úrovni druhů jako Pichia membranaefaciens. 
Souhrnná tabulka výsledků je uvedena v příloze 3. V tabulce č. 12 je uvedeno zastoupení 
jednotlivých kvasinek v průběhu kvašení vinného moštu. 
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Tab.12: Zastoupení kvasinek v procesu kvašení vinného moštu. 
 
Kvašení Analyzované vzorky Taxonomické zařazení 
26, 29 Saccharomyces sp. 
53, 63, 67, 101 Pichia sp. 
123 Pichia membranaefaciens 
78, 122, 124, 126, 133 Issatchenkia sp. 
1. den 
120 nezařazeno (skupina 1) 
113 Saccharomyces sp. 
73, 99, 147, 148 Pichia sp. 
72 Issatchenkia sp. 
3. den 
149 nezařazeno (skupina 1) 
90, 97, 105, 109, 132 Pichia sp. 
89 Pichia membranaefaciens 
60 Pichia kluyveri 
112, 125, 127 Issatchenkia sp. 
44, 45 nezařazeno (skupina 4) 
5. den 
134 nezařazeno (skupina 1) 
24, 27 Saccharomyces sp. 
59, 75, 131 Pichia sp. 
92, 121 Pichia membranaefaciens 
64, 95, 129 Issatchenkia sp. 
106 Pichia kluyveri 
8. den 
23, 117 nezařazeno (skupina 1) 
19, 43, 115, 135 Saccharomyces sp. 
81 Pichia sp. 10.den 
114 nezařazeno (skupina 2) 
21, 25, 28 Saccharomyces sp. 
70, 80, 87 Pichia sp. 12.den 
91 Pichia membranaefaciens 
20 Saccharomyces sp 
15.den 
96 nezařazeno (skupina 1) 
22 Saccharomyces sp. 
19.den 
66, 139 nezařazeno (skupina 1) 
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5 ZÁVĚR 
Cílem této práce bylo identifikovat kvasinky izolované v průběhu kvašení vinného moštu. 
V teoretické části práce byly uvedeny základní informace o kvasinkách, podrobněji byla 
popsána jejich morfologie, cytologie, způsoby rozmnožování a metabolismus. Dále byl 
uveden jejich význam při výrobě vína a byly popsány rody nejčastěji se vyskytující v průběhu 
kvašení vinného moštu. Velký důraz byl kladen na možnosti identifikace kvasinek pomocí 
PCR metod. 
Experimentální část byla zaměřena na izolaci a taxonomické zařazení kvasinek v průběhu 
kvašení vinného moštu z integrované produkce odrůdy révy vinné Rulandské modré vinaře 
p. Holánka v obci Ivaň. 
 K identifikaci a taxonomickému zařazení byla využita molekulárně biologická metoda 
PCR-RFLP. 
 Čistá kultura kvasinek byla získána ze směsných vzorků pomocí Kochovy zřeďovací 
metody. 
 Po izolaci DNA a polymerázové řetězové reakci za použití primerů ITS1 a ITS4 byly 
získány PCR produkty, které byly podrobeny restrikční analýze s endonukleázami HaeIII, 
HinfI a TaqI. U vybraných vzorků byla provedena digesce PCR produktu i s enzymy AluI 
a MseI. 
 Na základě výsledků restrikční analýzy byly vytvořeny dendrogramy, které dokazují 
genetickou podobnost izolovaných vinných kvasinek a rozdělují analyzované vzorky 
na sedm skupin (klastrů). 
 Porovnáním získaných restrikčních fragmentů izolovaných vinných kvasinek s fragmenty 
typových kvasinek pocházejících ze sbírky kvasinek CCY bylo možné některé vinné 
kvasinky taxonomicky zařadit. 
 Ve vinném moštu byly identifikovány kvasinky rodu Saccharomyces, Pichia 
a Issatchenkia. Některé kvasinky rodu Pichia byly zařazeny i na úrovni druhů, jednalo se 
o kvasinky Pichia membranaefaciens a Pichia kluyveri. 
 Kvasinky rodu Issatchenkia se ve vinném moštu vyskytovaly v prvních osmi dnech 
kvašení, dále jejich přítomnost již nebyla zaznamenána, což svědčí o jejich nižší toleranci 
k alkoholu. To stejné lze říci o kvasince Pichia kluyveri, která byla z vinného moštu 
izolována 5 a 8. den kvašení. Některé kvasinky rodu Pichia byly z vinného moštu 
izolovány i 12. den kvašení. Kvasinky rodu Saccharomyces byly izolovány téměř ze všech 
odběrů vinného moštu a převažovaly i ve fázi dokvašování.  
 Vzhledem k tomu, že některé kvasinky nebylo možné taxonomicky zařadit, bude nutné 
v rámci dalších prací databázi typových kvasinek rozšířit. 
 Metoda PCR-RFLP se osvědčila jako rychlá a snadno proveditelná metoda, vhodná 
pro identifikaci vinných kvasinek. Časově náročné bylo získání čistých kultur kvasinek, 
které trvalo téměř tři měsíce. 
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7 SEZNAM POUŽITÝCH ZKRATEK A SYMBOLŮ 
A adenin 
AFLP délkový polymorfismus amplifikovaných fragmentů 
ATP adenosintrifosfát 
ADP adenosindifosfát 
ASVK aktivní suché vinné kvasinky 
B. Brettanomyces 
bp počet párů bází 
C cytosin 
CCY Zbierka kultúr kvasiniek (Chemický ústav SAV) 
cDNA komplementární DNA 
DNA deoxyribonukleová kyselina 
dATP deoxyadenosintrifosfát 
dCTP deoxycytosintrifosfát 
dGTP deoxyguanintrifosfát 
dTTP deoxythymintrifosfát 
dNTP deoxyribonukleotidtrifosfát 
EDTA kyselina ethylendiamintetraoctová 
EtBr ethidium bromid 
G guanin 
H. Hanseniaspora 
IOBC Mezinárodní organizace pro biologickou a integrovanou ochranu proti 
rostlinným a živočišným škůdcům 
IP integrovaná produkce 
ITS vnitřní přepisovaná oblast (internal transcribed spacer) 
mRNA mediátorová ribonukleová kyselina 
NAD nikotinamidadenindinukleotid 
NADH redukovaná forma nikotinamidadenindinukleotidu 
NK negativní kontrola 
P. Pichia 
PCR polymerázová řetězová reakce 
Pi anorganický fosfát 
PK pozitivní kontrola 
RAPD náhodná amplifikace polymorfní DNA 
RFLP polymorfismus délky restrikčních fragmentů 
RNA ribonukleová kyselina 
RNáza ribonukleáza 
rDNA ribosomální deoxyribonukleová kyselina 
rRNA ribosomální ribonukleová kyselina 
RT-PCR reverzně-transkriptázová polymerázová řetězová reakce 
S. Saccharomyces 
SAV Slovenská akademie věd 
T thymin 
TBE pufr tris-borátový pufr 
Tm teplota tání 
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SDS dodecyl sulfát sodný 
tRNA transférová ribonukleová kyselina 
UPGMA metoda párování pomocí nevážených aritmetických průměrů 
UV ultrafialové záření 
Z. Zygosaccharomyces 
° ČNM základní jednotky pro český normalizovaný moštoměr 
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9 PŘÍLOHY 
 
Příloha 1: Ukázky elektroforeogramů PCR produktů po amplifikaci kvasinkové DNA 
                 primery ITS1 a ITS4. 
 
 
Obr. 1: Elektroforeogram PCR produktů po amplifikaci primery ITS1 a ITS4.  
 (100 – délkový standard, NK -negativní kontrola) 
 
 
 
Obr. 2: Elektroforeogram PCR produktů po amplifikaci primery ITS1 a ITS4.  
 (100 – délkový standard, NK -negativní kontrola) 
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Příloha 2: Ukázky elektroforeogramů získaných po digesci PCR produktu restrikčními 
                  endonukleázami. 
 
 
 
 
Obr. 3: Elektroforeogram restrikčních fragmentů získaných digescí PCR produktu enzymem 
HaeIII. (100, 20 – délkové standardy, PK – pozitivní kontrola) 
 
 
 
 
Obr. 4: Elektroforeogram restrikčních fragmentů získaných digescí PCR produktu enzymem 
HaeIII. (100, 20 – délkové standardy, PK – pozitivní kontrola) 
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Obr. 5: Elektroforeogram restrikčních fragmentů získaných digescí PCR produktu enzymem 
HinfI. (100, 20 – délkové standardy, PK – pozitivní kontrola) 
 
 
 
Obr. 6: Elektroforeogram restrikčních fragmentů získaných digescí PCR produktu enzymem 
TaqaΙ.  (100, 20 – délkové standardy, PK – pozitivní kontrola) 
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Obr. 7: Elektroforeogram restrikčních fragmentů získaných digescí PCR produktu enzymem 
TaqaΙ.  (100, 20 – délkové standardy, PK – pozitivní kontrola) 
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Příloha 3: Tabulka zjištěných délek restrikčních fragmentů po restrikční analýze u vzorků kvasinek izolovaných z vinného moštu. 
 
Tab.1a: Výsledné délky fragmentů po restrikční analýze u vzorků kvasinek izolovaných z vinného moštu. 
Odběr Označení vzorku PCR produkt HaeIII HinfI TaqaΙ AluI MseI 
26 880 310+240+170+130 - - - - 
29 880 310+240+170+130 - - - - 
53 450 300+80+50 250+100 200+160+60 - - 
63 450 300+80+50 250+100+50 200+160+60 - - 
67 450 300+80+50 250+100+50 200+160+60 - - 
101 450 300+80+50 250+100+50 200+160+60 390+60 380+350+50 
123 450 300+80+50 250+200 200+160+60 320+90+60 180+110+50+30 
78 520 400+100 220+150+50 250+110+80 380+80+50 neštěpeno 
126 520 400+100 220+150 250+110+80 380+80+50 neštěpeno 
122 520 400+100+50 220+150+50 250+110+80 - - 
124 520 400+100+50 220+150+50 250+110+80 - - 
133 520 400+100+50 220+150+50 250+110+80 - - 
1. den 
120 520 320+100+50 290+200+50 220+160+60 - - 
113 880 310+240+170+130 - - - - 
73 450 300+80+50 250+100+50 200+160+60 390+60 380+350+50 
99 450 300+80+50 250+100+50 200+160+60 390+60 400+350 
147 450 300+80+50 250+100+50 200+160+60 - - 
148 450 300+80+50 250+100+50 200+160+60 - - 
72 520 400+100 220+150+50 250+110+80 380+80+50 neštěpeno 
3. den 
149 520 320+100+50 290+200+50 220+160+60 - - 
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Tab.1b: Výsledné délky fragmentů po restrikční analýze u vzorků kvasinek izolovaných z vinného moštu. 
Odběr Označení vzorku PCR produkt HaeIII HinfI TaqaΙ AluI MseI 
90 450 300+80+50 250+100+50 200+160+60 - -
97 450 300+80+50 250+100+50 200+160+60 - -
105 450 300+80+50 250+100+50 200+160+60 - -
109 450 300+80+50 250+100+50 200+160+60 - -
132 450 300+80+50 250+100+50 200+160+60 - -
89 450 300+80+50 250+200+50 200+160+60 320+90+60 180+110+50+30 
60 450 380+80 250+200+50 150+110+80 390+60 280+110+70+50 
112 520 400+100+50 220+150+50 250+110+80 - -
125 520 400+100+50 220+150+50 250+110+80 - -
127 520 400+100 220+150+50 250+110+80 - -
44 410 neštěpeno 210+200+50 280+150 280+80+50 280+90 
45 410 neštěpeno 210+200 280+150 280+80+50 280+90 
5. den 
134 520 320+100+50 290+200 220+160+60 340+100+80 450+50 
24 880 310+240+170+130 - - - -
27 880 310+240+170+130 - - - -
59 450 300+80+50 250+100 200+160+60 - -
75 450 300+80+50 250+100+50 200+160+60 - -
131 450 300+80+50 250+100+50 200+160+60 - -
92 450 300+80+50 250+200 200+160+60 - -
121 450 300+80+50 250+200 200+160+60 320+90+60 180+110+50+30 
64 520 400+100 220+150 250+110+80 - -
95 520 400+100 220+150 250+110+80 380+80+50 neštěpeno 
129 520 400+100+50 220+150+50 250+110+80 - -
106 450 380+80+50 250+200+50 150+110+80 390+60 280+110+50 
23 520 320+100+50 290+200+50 220+160+60 - -
8. den 
117 520 320+100+50 290+200+50 220+160+60 - -
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Tab.1c: Výsledné délky fragmentů po restrikční analýze u vzorků kvasinek izolovaných z vinného moštu. 
Odběr Označení vzorku PCR produkt HaeIII HinfI TaqaΙ AluI MseI 
19 880 310+240+170+130 - - - - 
43 880 310+240+170+130 - - - - 
115 880 310+240+170+130 - - - - 
135 880 310+240+170+130 - - - - 
81 450 300+80+50 250+100+50 200+160+60 - - 
10. den 
114 480 400+100 250+200+50 200+100+60 300+100+80 290+150+50 
21 880 310+240+170+130 - - - - 
25 880 310+240+170+130 - - - - 
28 880 310+240+170+130 - - - - 
70 450 300+80+50 250+100+50 200+160+60 390+60 380+350+50 
80 450 300+80+50 250+100+50 200+160+60 - - 
87 450 300+80+50 250+100+50 200+160+60 - - 
12. den 
91 450 300+80+50 250+200+50 200+160+60 320+90+60 180+110+50+30 
20 880 310+240+170+130 - - - - 
15. den 
96 520 320+100+50 290+200+50 220+160+60 - - 
22 880 310+240+170+130 - - - - 
66 520 320+100+50 290+200+50 220+160+60 340+100+80 450+50 19. den 
139 520 320+100+50 290+200+50 220+160+60 - - 
Vysvětlivka: Barevně jsou odlišeny jednotlivé skupiny (klastry) vytvořené na základě klastrové analýzy – viz dendrogram obr.22 
 
